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Editorial

La actualizacion en Patologia Clinica
y los proximos Congresos en Meéxico

Este articulo puede ser consultado
en version completa en:

www.medigraphic.com/patologiaclinica )
Editor

I niciamos ahora nuestro segundo afio con el titulo
oficial de Revista Latinoamericana de Patologia
Clinica y Medicina de Laboratorio, gracias a la suma
de apoyo conjunto de las directivas ALAPAC/ML,
FEMPAC, y autores de los diversos paises que estan
colaborando con sus escritos.

En varias ocasiones hemos referido laimportan-
Cia que representan las actividades educativas de
formacion, especializacion y actualizacion en el area
de Patologia Clinica. A través de ellas se adquieren,
en forma sistematica, los conocimientos necesa-
rios para brindar confiabilidad en los estudios que
cotidianamente se realizan en los laboratorios de
esta especialidad. Al respecto, cabe mencionar que
apenas en octubre pasado tuvimos la oportunidad
de disfrutar las actividades académicas, culturales
y sociales que nos brindaron el XXI Congreso
Latinoamericano de Patologia Clinica y Medicina
de Laboratorio y el XLII Congreso Mexicano de
Patologia Clinica, celebrados en Cancun. Ya tene-
MOS en puerta otra gran oportunidad de actualizar
nuestros conocimientos en la especialidad, de
disfrutar de la belleza natural de Mérida, Yucatan,
y sus alrededores, pero sobre todo, de volver a
convivir y compartir conocimientos y experiencias
académicas con los amigos y colegas de las diversas
entidades nacionales e internacionales.

Enrique Navarrete Cadena

Para tal proposito, el Comité Organizador del
XLIII Congreso Nacional Mexicano de Patologia
Clinica, a cargo de la Asociacion Mexicana de Pato-
logia Clinica, se ha esmerado en la programacion de
eventos cientificos y socioculturales de la mas alta
calidad para la plena satisfaccion de los asistentes.
Se contara con la participacion de especialistas
expertos, nacionales y extranjeros; tienen hecha
la invitacion a investigadores Premios Nobel, de
los cuales se espera su aceptacion y participacion
académica. Habra que reservar estas fechas, fin de
octubre e inicio de noviembre del presente afio,
para asistir, participar y disfrutar de lo que sera un
gran Congreso.

Cabe mencionar que, a traves de las gestiones
encabezadas por nuestro colega y amigo el doctor
Roberto Ruiz Arenas, se logrd obtener para México
la sede del Congreso Mundial de Patologia Clinica
y Anatomica que se celebrard en 2015 en Cancun.
Seguramente que con el esfuerzo conjunto del
Comité Organizador, de la Federacion Mexicana
de Patologia Clinica y las asociaciones, sociedades
y colegios que laintegran, se ofrecera un Congreso
que ademas de cubrir las expectativas de nacionales
y extranjeros, responda a la confianza que nos ha
depositado la WASPaLM y se ponga en alto el nom-
bre y prestigio de la Patologia Clinica de México.

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 60, Nim. 1, p 4 = Enero - Marzo, 2013



New observations on the ecology
and epidemiology of Sporothrix
schenckii and sporotrichosis

2. Ecological niches of S. schenckii

and zoonotic outbreaks
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Abstract

Sporotrichosis is the most common subcutaneous mycosis
in the Americas, Japan, India and South Africa. Classically,
infection was associated with out-of-door occupations and
the traumatic inoculation of soil, vegetables, thorns, straws
and grasses, contaminated with S. schenckii. This paper pre-
sents the fungus ecology and disease risk-factors, according
to recent epidemiologic and laboratory research work. From
2005 through 2008, 804 human new cases were diagnosed at
the Evandro Chagas Clinical Research Institute (IPEC), most
affected were women 40-49 years, engaged in domestic duties
and from deprived social strata. Close contact with cats was
recorded in 91% of human cases, bites or scratches were
reported by 68% of patients. Also 64 dogs and 1,503 infected
cats were confirmed at IPEC. Canine sporotrichosis presented
as self limited mycosis. Feline disease varied from subclinical
infection to systemic disease with hematogenous dissemination
of S. schenckii. The cat’s zoonotic potential was demonstrated
by isolation of S. schenckii from skin lesions biopsy, and the ma-

Color images available at: www.medigraphic.com/patologiaclinica
Imagenes a color disponibles en: www.medigraphic.com/patologiaclinica

Resumen

La esporotricosis es la micosis subcutanea mas prevalente
en las Américas, Japén, India y Sudafrica. Clasicamente,
la infeccién se asociaba con la inoculacién traumatica del
suelo, vegetales, espinas, paja o zacates contaminados con
S. schenckii. Esta publicacién presenta la ecologia del micro-
organismoy los factores de riesgo de la enfermedad, segiin
los trabajos de investigacion mas recientes, referentes a la
epidemiologia y laboratorio. Del 2005 al 2008, se diagnos-
ticaron 804 casos nuevos en el Instituto de Investigacion
Evandro Chagas (IPEC) en Rio de Janeiro, Brasil. Las mas
atacadas fueron las mujeres de 40-49 anos de edad, amas
de casa procedentes de los estratos sociales mas pobres.
El contacto directo con los gatos se reporté en 91% de los
casos humanos, el antecedente de mordeduras y arafiazos
fue recabado en 68% de los afectados. Ademas, en el IPEC
se confirmaron mas de 1,503 gatos y 64 perros infectados.
La esporotricosis canina se comporté como enfermedad
autolimitada. La enfermedad gatuna varié desde una infec-

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 60, Nim. |, pp 5-24 ¢ Enero - Marzo, 2013
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terials collected from oral-nasal cavities, and nails. From 1999
through 2009, there were 2| HIV patients with sporotrichosis
the largest case series reported to date. Eleven (52.4%) were
treated with oral itraconazole and eight (38.1%) amphotericin-
B, with an overall excellent cure rate of 81%.

Definition

porotrichosis is a chronic infection usually
limited to cutaneous and subcutaneous tis-
sues; it involves all layers of skin and the sub-
cutaneous lymphatics.! The disease is caused
by different species of the dimorphic fungus
Sporothrix schenckii.2® The fungus is present in
the environment in soil, plants and animals, it in-
vades through skin injury. Many times, injury is so
minor that it goes unrecognized and neglected.*
The fungus produces indolent lesion which ap-
pears as small erythematous nodule or verrucous
plague, and may remain localized (fixed type), or
spread centrally through the lymphatic draining
the area, establishing a chain of granulomatous,
ulcerating nodules (lymphocutaneous type). Spo-
rotrichosis generally affects the exposed parts
of the body, namely, the hands, arms, face and
legs.>® Pulmonary sporotrichosis results from
inhalation of the fungal spores, and occurs in
humans with a variety of underlying conditions
such as sarcoidosis, malignant neoplasm, diabetes
mellitus, and chronic alcoholism.® Infection may
disseminate to become generalized involving
skin, bones, joints, bursa and the central nervous
system. Patients with acquired immunodeficiency
syndrome (AIDS), or immunosuppressant, are at
greater risk of multifocal, hematogenous spread
and disseminated fatal infection.®
Extracutaneous sporotrichosis shows marked
male predominance 6:1 in widely scattered areas,
most affected were males 24-50 years of age.”®

cién subclinica, hasta la forma sistémica con diseminacién
hematégena de S. schenckii. El potencial zoonético de los
felinos se demostré por el aislamiento de S. schenckii a partir
de las biopsias de piel y de las cavidades oronasal y de las
unas. De 1999 a 2009, hubo 2| enfermos VIH-positivos con
esporotricosis, la serie mas grande reportada hasta esta
fecha. Once (52.4%) fueron tratados con itraconazol oral
y ocho (38.1%) recibieron amfotericina B, con una tasa de
curacion excelente de 81%.

The new taxonomy and mycology

Sporothrix schenckii an eukaryotic organism, has
chitin on its cell wall.® For several year it was
classified as Deuteromycotina, however, recent
research imply it is an ascomycete (Ascomycota,
class Pyrenomycetes, order Ophiotomatales, family
Ophiostomataceae), since it has simple septum with
Woronin bodies, and three chitin synthasa genes,’
the fungus produces dematiaceous (melanin +)
conidia,'® and does not produce perithecium on
malt, rice or potato media. The sexual form of S.
schenckii is as yet unknown.?

S. schenckii is one of several fungal pathogens
that exhibit temperature dimorphism,'’ In the
environment or the laboratory, on standard cul-
ture media such as Mycosel-cycloheximide or
Saboureaud-dextrose-agar at 25 °C, after four days
it forms moist, white to cream colored colonies,
shiny at first and later become fuzzy. In time, the
colony is membranous, brown to black and myce-
lial (M) (figure 1). Some primary isolates have the
ability to form dark colonies from the beginning of
growth (figure 2).

At room temperature the fungus has thin sep-
tate and branching hyphae | to 2 myu in diameter.
Microscopic observation of M-saprophytic stage
shows thin walled' hyaline conidia, however, the
presence or dark brown thick walled solitary co-
nidia, tear or globose shaped, arranged in sleeves
around the main hyphal axis, and the oval borne
sympodially on a lateral conidiophores (figure 3),
their shape suggest a palm tree or flower head'?

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 60, Nim. |, pp 5-24 ¢ Enero - Marzo, 2013
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Figure 2. A: Primary isolates from cavitary pulmonary dis-
ease, black and wrinkled folded colonies (25 °C). B: Trans-
ferred to BHI-agar al 37 °C, glistening, white, soft Yeast-
colonies (Courtesy Dr. J. W. Rippon).

(figure 4). M-stage grows well on pH around 3.0 to
[1.5 and can withstand Na Cl 7%.'%!"!

The yeast (Y) stage can be produced in vitro
by culturing mycelia or conidia in rich medium
such as brain-heart-infusion agar (BHI) at 37 °C.
The Y-colony is pasty, glabrous, dull white, or tan,
soft and bacteria-like with a wrinkled surface. The
yeast cells generated in vitro are oval, sub globose
or cigar-shaped with one or several buds. In the
hamster and human tissues, Y-cells are surrounded
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Figure 1. Colonial Morphol-
ogy. A: Two white colonies,
initial isolate from a case of
articular disease. B: Colo-
nial side view of a «volcano
on an island». C: After two
weeks, folded, black-brown
with radial grooves (Cour-
tesy Dr. J. W. Rippon).

by radiated eosinophilic substance, with covering
of approximately 10 mu in thickness called asteroid
bodies"® (figure 5).

The dimorphic M-Y transformation involves
calcium/calmodulin-dependent protein-kinases
and, signaling interaction between cytosolic phos-
pholipase and protein G.'2'"3 Y-cells grow well
within pH range 3.0-8.5, and NaCl | 19%."" When
yeasts are cultured in albumin-containing medium,
two extracellular proteinases are produced: )
chymotrypsin-like, molecular weight (mw) of 36,
500, optimal pH 6.0, and 2) cathepsin-D-like, mw
39 000, optimal pH 3.5 these two enzymes may
be related to the virulence of the fungus since they
hydrolyse substrates such as stratum corneum, col-
lagen |, and elastin.'* All strains are able to split urea,
and can tolerate cycloheximide at 0.25%, thiamine
is required for good fungal growth.'-3

Laboratory animals such as mice, rats, guinea
pigs and hamsters are susceptible to sporotricho-
sis.” When a conidial suspension is injected intra-
peritoneally into male mice, orchitis is recorded
within 10 days to two weeks. Testes with lower

Figure 3. Mycelial microscopic morphology.
A: Globose dark conidia, on side of a hypha
x 1,080. B: Elliptical to oblong hyaline and pig-
mented, dense conidia along the hypha axis x
1,417. C: Triangular deeply pigmented macro
conidia. They appear to be more resistant to
drying and UV-light, and are also more virulent
for mice x 2,060 (Courtesy of Dr. F. Mariat).
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Figure 4. Electron micrograph of S. schenckii, flower-like
arrangement (sympodially), on swollen tip of slender and
taper conidiophore with denticles, and six oval conidia x
10,000 (Courtesy Dr. H. D. Raj).

temperature, support growth of the fungus faster
than internal organs. Higher thermo tolerance
isolates (37 °C) multiply in the internal organs, but
grow faster in the testes. Lower thermo tolerance
isolates 35 °C; multiply well in testes but not in the
internal organs. Intravenous injection (iv) of at least
10° to 10¢ cells of clinical isolate are necessary to
produce disseminated and lethal disease. With a
lower dose, osteoarticular infection of the paws

f

- !

and tail may be observed. Congenitally athymic
(nu/nu) mice are found to be far more susceptible
to iv-challenge than their phenotypic ally normal
littermates, suggesting T-lymphocytes are critical
to host resistance.’

Molecular techniques have been used to
asses genetic variability of the complex-species
S. schenckii, however, only few were found to be
useful in clinical research. Restriction-fragment-
length-polymorphism (RFLP) of mitochondrial-
DNA. (mt-DNA), and calmodulin gene sequencing
are powerful tools for epidemiological analysis and
intra-specific typing-clustering of new environmen-
tal and clinical isolates.'3¢

Ecology of S. schenckii

Open bogs are a feature of glaciated landscapes,
they provide a vital wetland (92% of water), for
Sphagnum moss (sm), a little plant that do not pro-
duce flowers or seeds, but can grow from fruiting
bodies (capsules), full of spores. When the mosses
dies, they do not rot away because the bog ground
is acidic pH 3-4, and waterlogged with very little
oxygen, the chemical composition is low in organic
nutrients and higher amounts of ammonium 73ppm
and nitrate |3.8ppm, therefore, bacteria and fungi
that normally break down plant materials, cannot
survive inside the anaerobic bog. Dead mosses

&l S s

L el

Figure 5. Yeast morphology. A: Asteroid body stained with H&E x 1,350. B: Asteroid body,
the yeast was stained with PAS method x 1,125. C: Numerous oval-to-cigar shaped cells from
guinea pig testes. Groccott-silver-methenamina x 1,200 (Courtesy Dr. Pedro Lavalle).
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remains pile up and get pressed together, so it can eight times its own weight in water. They also have
take from 7,000 to 10,000 years to produce giant high zinc content in the form of a naturally occurring
bogs 7-10 meters ticks, such as those found at antibiotic called tropolene. The anaerobic bacte-
Wisconsin, USA and Southern Canada. ria causing wood decay are nullified by antiseptic

Sphagnum plants grow closely packed together properties of Sphagnum. Hence, it usually serves
with others of the same kind, providing support for as an ideal medium for re-invigorating the weak
each other s tiny steams (figure 6). Sm acts like as seedlings, and root-rot trees. Long fibered dried sm
sponge wet for long time, it can soak-up more than also has excellent water retention properties, and

Figure 6. A: Live Sphagnum moss on the surface of a bog, at Wisconsin, USA. B: Dried, long fibers
of Sphagnum are used by its water-retention and antiseptic properties. C: A turtle-shaped topiary,
supported on a metallic structure, and filled with sm.

Figure 7. A: Orchids, growing on wetted sm. B: Sphagnum moss mixed with soil are widely used by
gardeners and C: Carnivorous plants and sm mixture.

Figure 8. A: A garden-basket was filled with
wetted moss to grow ornamental plants. B:
The moss can be changed by coconut husk
fibers, to reduce the risk of sporotrichosis.
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is able to keep an open, well aerated structured:
perfect for growing bonsai, orchids and carnivorous
plants (figure 7). A small amount of sm can be added
to inorganic soil mixes, such as akadama and grit, to
provide a stable organic ingredient and, to add color
to the foliage of coniferous species such as Junipers
and Pines. The lining of hanging garden-baskets
are made up of sm, also used to make wreaths
and to produce artistic topiaries. Thus, there is
a definite potential for infection with S. schenckii
in those who work with wetted sm, and do not
wear protective globes. The fungus mass seems to
increase in the moistness of most packing sheds.'”
Population of S. schenckii increases on dead but not
on living Sphagnum moss. Experimental and clinical
epidemiologic observations support the contention
that at some point during or after harvesting, the
moss is contaminated with the pathogen, which
then colonizes and reproduces on the dead plant,
under favorable conditions (warm and moist).'”
Nursery-workers have changed the traditional use
of wetted moss, by the coconuts fibers (figure 8),
to reduce risk of fungal infection.

The environmental niches in which the fungus
grows most luxuriantly include: decaying veg-
etation, potting and garden soil, prairie hay and
grasses. Persons exposed to these materials have
a risk for developing sporotrichosis.'” Thus, most
clinical cases occur in healthy young man, whose
occupation or hobby takes him into the out-of-
doors.'”* Classically, farmers, nursery workers,
gardeners, landscapers and laboratory workers
develop cutaneous sporotrichosis because they
are exposed to contaminated materials, and their
daily activities frequently lead to nicks and cuts on
their extremities and face (children), allowing the
fungus easy access.’

In children under 10 years insect stings, animal
bites, falls and abrasions are mainly responsible;
while in the group |1-20 years sporting activities
such as foot-ball, rugby and cricket, contributed.'
Over the age 21, some occupational activities have
been associated with sporotrichosis. Classically,

rose gardeners and farmers, develops cutaneous
sporotrichosis. Other specific occupations linked
with sporotrichosis: forestry workers, packing and
handling pine seedling in sm, artistic topiary produc-
tion, masonry work, gold mining, hay baling, pack-
ing pottery with grass, and Christmas tree farm-
ing.'®'® Motor vehicle accident, hammer blows,
injury by metal knifes or particles, handling of fish
spines and other traumas may lead to inoculation
of soil into skin tissues.>’ Zoonotic transmission of
S. schenckii is from bites or scratches of animals,
most commonly reported are cats and armadil-
los,'*% in the cases of South America armadillos, the
mammal is not infected but, while trying to escape
capture, inflict scratches and thereby inoculates S.
schenckii.?® Cats develop disseminated skin ulcers,
with often fatal infection."'” The fungus is spread
from ulcer or from bites and scratches to cohabi-
tant humans.'* and dogs.

Several cases of sporotrichosis have been
described among laboratory workers who
handled animals infected with or cultures of S.
schenckii. Generally, cutaneous inoculation has
occurred, but ocular involvement subsequent to
a splash of culture material into the eye has also
been described.?' Primary infection potentiating
mechanism include: higher number of virulent-
pigmented fungal conidia inoculated in association
with abrasives, so that minor skin trauma can
easily occur, and the opportunity for sustained
exposures.?

S. schenckii seems to thrive well in potting soils,
Kenyon et al isolated the fungus from two of 12
samples,? and the presence of melanin in the cell
wall of the organism is thought to confer a selective
advantage, allowing the fungus to survive desicca-
tion and ultraviolet (UV)* irradiation, and conidia
may remain viable for several years.?* The fungus
grows in soils plentiful of cellulose, pH range 3.5
to 9.4 and mean temperature 31 °C, but relative
humidity cannot be below 92%. Sporothrix sp, has
also been isolated from diverse sources: the floor
of a swimming pool (Staib 1983),” from desiccated
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mushrooms (Kazanas, 1987),% and from fleas, ants
and horse hair."* S. schenckii has the ability to grow
in fabrics such as flannel, hessian, coarse felt and
white canvas (Du Toit, 1942).” Further research is
needed to establish the possible role of diverse en-
vironmental sources in the spread of the disease.''

Environmental sampling
to isolate S. schenckii

The laboratory of Medical Microbiology receives
samples such as packed Sphagnum moss, evergreen
seedlings, soil and water.'° The purpose of environ-
mental sampling is to determine the source of S.
schenckii and to know the point at which the moss
was contaminated with the fungus.'*
A) Direct plating technique: the sample is first ex-
posed to par dichlorobenzene crystals, in a closed
clean container for 24 hr, to control mites. In the
Mycology Laboratory it is usually processed by
an aqueous extraction method. After placing 25
ml loose sample volume in flasks, adding penicil-
lin and streptomycin in water to reduce bacte-
rial contamination, preparing the suspension, and
making dilutions for agar plating 0.2ml/plate on
Mycosel-cycloheximide-agar, followed by daily ex-
amination of white, light brown or black colonies.
Selected isolates are deposited in a sterile water
culture collection and, stored at room temperature.
Macroscopic colonial morphology was evaluated
after seven days, on potato dextrose-agar (PDA),
cornmeal-agar supplemented with tween-80 at 1%,
and Saboureaud-dextrose-agar (SDA) incubated at
27 °C. Microscopic morphology was evaluated with
PDA-slide-culture, incubated at 30 °C for 14 days.'*
Isolates producing one celled conidia sympodially on
lateral, erected conidiophores were given prelimi-
nary identification of Sporothrix sp, whit emphasis on
the presence of oval, melanin (+) conidia, arranged
in cylindrical sleeves around the hyphal axis. '

B) Virulence has been defined as the relative
ability of a microbe to cause damage in the host®
or to produce disseminated life-threatening infec-

tions, following iv-injection of > | 0° conidia/mouse.
A laboratory model has been proposed: Male mice
were inoculated iv by injection of 5x10°¢ to 2x10®
conidia /mouse. Virulent (vi) fungal strains, grew
exponentially in livers and testes throughout a 14
days period, with a |00% mortality between |12 to
24 days, after injection. These vi isolates grew at
37°C, and were melanized in PDA-media. Some
few dematiaceous strains grew at 35°C, but not a
37°C, and were mice-avirulent. Remaining strains
were not melanized and avirulent, finally identified
as Ophistoma stenoceras and Sporothrix sp.'02

A complete understanding of an infectious
disease requires knowledge of the geographic
distribution of the causal fungus, in diverse environ-
ments." "> Specific research of the natural sources of
the organism is important in establishing the mode
of infection, and demographic characteristics such
as age, sex, occupation, socioeconomic status and
to measure the occurrence of disease by time,
place and persons, to determine whether there has
been an increase or decrease of sporotrichosis new
cases over the years; whether one geographical
area has a higher frequency of sporotrichosis than
another; and whether the characteristics of infected
persons distinguish them from those without it.?
Numerous interesting reports are available on the
ecology-epidemiology of this pathogenic fungus
(Findlay, Vismer et al.);'*3%3' (Howard and Orr et
al.);** (Mackinnon, Conti-Diaz, Gezuele E et al.);*33*
Shippee JK;** Fukushiro R;* (Gosh, Chakrabarti et
al.);¥’ (Dixon, Salkin, Cooper, Bruce-Coles).'%'¢2!.28

Rio de Janeiro, outbreak
of epidemic zoonotic
sporotrichosis

In Latin-America, sporotrichosis is the most com-
mon subcutaneous mycoses.*® Classic descriptions
were associated with traumatic inoculation of soil,
splinters and organic matter contaminated with
S. schenckii.'*3* An increasing number of human
sporotrichosis cases have been reported in Rio de
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Human cases of Sporotrichosis. Culture confirmed
Rio de Janeiro, Brazil IPEC/FIOCRUZ 1997-2007

No. of cases

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Years of cases report

Figure 9. Annual cumulative number of human sporotri-
chosis cases, confirmed at the Evandro Chagas Clinical
Research Institute, Rio de Janeiro, Brazil. (Courtesy of
IPEC/Fiocruz).

Janeiro, Brazil, associated with contacts of cats,
affected by the same fungal disease.’**® From
1998-2004, there were 759 humans and 1,503 cats,
diagnosed by culture-isolation of S. schenckii, in the
laboratory specimens submitted at the Evandro
Chagas Clinical Research Institute, Oswaldo Cruz
Foundation (IPEC/Fiocruz).’® This represents an
epidemic increment vis-a-vis previous recorded
case, because during the previous |2 years, there
were only |3 cases diagnosed at the IPEC/Fiocruz.

From 2005-2008, 804 human patients with
sporotrichosis were recorded, an annual increase
of 85% (figure 9). The clinical-type diagnosis'?
was: lymphocutaneous form 66%, fixed cutaneous
25% and disseminated 9%, (multiple cutaneous
with or without extracutaneous lesions). The most
attacked population segment were housewives
taking care of cats, aged 40-49 years, who came
from deprived and poorer social-strata.*' As a
rule, feline disease preceded human and canine
disease, domiciliary or professional contact with
sick or asymptomatic cat was reported in 91% of
human cases. Bites and or/scratches were reported
by 68% of these patients, suggesting such lesions
as the putative mean of fungus-transmission.3*!
(figure 10). Repeated isolation of S. schenckii from
nails and oral cavities of cats reinforces evidence in-
dicating traumatic-skin primary infection, whereas
isolation from nasal fossae and ulcerated cutaneous

lesions, together with the plethora of yeast-like
cells observed in histological sections of skin biop-
sies, demonstrates the factibility of contamination
through secretions. The results of molecular typing
of S. schenckii isolated from humans and animals
support this hypothesis.'-'%3-4!

The treatment of choice was oral itraconazole
514 (64%), and terbinafina 184 (23%). Amphoter-
icin-B was used only in six patients. Almost 2% of
clinically cured patients had relapses, whereas 90
(119%) did not needed therapy, because of spon-
taneous cure. Post treatment follow-up was from
3-6 months: Nine patients were lost, and six were
hospitalized, with two deaths. Irrespective of the
drug regimen, the cure-rate was 89%.*'

Domestic felines langer
epizootic in Brazil

Medical records of 374 infected cats with S.
schenckii infection were evaluated. Of these, 151
(43.5%) were from Rio de Janeiro and 196 (56.5%)
from neighboring municipalities. Cats came from
225 different houses, the number of infected cats/
per house ranged from |(n 173=76.9%) to 22
(n 1=0.4%). Of male sex were 228 (65.7%) and
sexually intact 186 (53.6%). The cats habits of
digging holes and covering their excrements with
soil and sand, and sharpening its nails on trees,
woods or trunks, are probably responsible for
the carriage of the fungus on its nails and claws,
even as a healthy carriers (figure 11). Intact male
cats frequently have fights and territorial disputes
with other cats and dogs (figure 12). Souza and
Meirelles were able to isolate S. schenckii from the
claws of 16.5% of examined cats, in Rio Grande
do Sul, Brazil (Souza LL, Meirelles MCA. (Sporothrix
schenckii: estudo epidemiolégico em populagdes
de gatos, Universidade de Sao Paulo, Brasil, 2001;
p 146). The large number of dogs infected with
sporotrichosis in Rio de Janeiro, may be attributed
to cats bites, scratches and purulent secretions as
the main sources of fungal infections.
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The known common route of infection was: weeks). Lymphangitis and regional lymphadenitis
fights with other cats 127 (71.0%); contact with were observed in 92 (26.5%), however, the most
sick cats 40 (22.3%); iatrogenic 10 (5.69), oth- frequently recorded lesions were extensive and
ers 2 (1.19). The mean duration of skin lesions exudative, multiple ulcers, with zones of necrosis
varied from one to 128 weeks (median, eight (figure 13). Most cutaneous lesions were localized

Figure 10. Domestic cats infected by
S. brasiliensis and S. schenckii gener-
ated the simultaneous epidemic epi-
zootic increases: Feline disease was
transmitted through the bites, scratch-
es or purulent secretions, as a means
of fungus contamination to humans
and dogs.

Figure 11. A: Domestic cats roam-
ing out-of-doors may be infected by
repeated contacts with soils, wood,
rodents and grasses of the environ-
ment. B: Intact young male cats have
frequent fights and territorial disputes
with other cats; these provide new
chances of epizootic fungal transmis-
sion of virulent S. brasiliensis strains,
confirmed by isolations from cat’s
nails and oral cavity.

Figure 12. Domestic cats are the
main carriers of virulent S. brasiliensis
strains, feline epizootic disease pre-
ceded canine-sporotrichosis cases,
and domiciliary contact with sick cats
was recorded in 84% of the infected
dogs.

Figure 13. Sick domestic cats with
sporotrichosis, frequently had multiple
lesions. A: On the dorsum of nose,
B: and C: Extensive, widespread,
exudative ulcers with necrosis, on the
head, cheeks, nose, ears and hind
limbs, with a high burden of infectious
yeast-cells.

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 60, Ndm. |, pp 5-24 ¢ Enero - Marzo, 2013



Carrada-Bravo T et al. Ecological niches of S. schenckii and zoonotic outbreaks

EPIDEMIC-ZOONOTIC SPOROTRICHOSIS. CULTURE CONFIRMED CASES,
RIO DE JANEIRO, BRAZIL. 1987-2007
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on the head (56.8%), especially the nose (27.9%),
ears (21.6%), and hind-limbs (13.8%). Nasal, oral
or genital mucosal involvement was recorded in 34.
9%. According to number of lesions (L): Absence
of skin lesion L/0=10 (2.9%); skin lesion on one
anatomic site L/ | =1 14= 32.8%; on two anatomic
sites 86 (24.8%); and >L/3=137 (39.5%). The sta-
tistical difference between >L/3 and other groups
was significant (P<0.001). L3 was associated with
lesions on the nose and nasal mucosa (P<0.001).

General bad condition of the cat was ob-
served in 108 (31.1%), and respiratory signs in
154 (44.4%). Histopathology examination of 90
cat’s biopsies showed a widely distributed der-
mal inflammatory infiltrate of mononuclear cells
and polymorph nuclear neutrophils. Granuloma
formation was confirmed only in |1 (12.2%) bi-
opsy specimens, extracellular yeast-like elements
in 56 (62.2%), but not «asteroid-bodies» were
seen. There was inverse correlation between
presence of granuloma and histopathology finding
of S. schenckii-yeasts. Anemia, leukocytosis with
neutrophilia, hypoalbuminemia and hyperglobu-
linemia were the main hematologic abnormalities,

Figure 14. After 1997, the
Rio de Janeiro «favelas»
in the low-income quar-
ters of the suburbs, suf-
fered the ongoing human
epidemic of sporotricho-
sis, with simultaneous in-
creases of domestic cats
and dogs infected by viru-
lent strains of S. brasilien-
sis and S. schenckii, as
common sources of the
outbreak.

SOURCE
IPEC/UFRJ

but anemia (P<0.07), neutrophilia (P<0.01) and
hipoalbuminaemia (P<0.001), predominated in
group L/3, as compared to the L/I an L/2 groups.
There were no significant clinical or laboratory
differences in the cats with or without feline immu-
nodeficiency virus or feline leukemia virus, tested
in 142 animals. During the study | 18 (34.09%) cats
were lost and 124 (35.7%) died. Only 266 were
treated and 68 (25.6%) were cured, complete
healing was reported regardless the presence of
respiratory signs, general condition status or drug
treatment schedule applied.* Human epidemic
disease raised-up in parallel with cats and dogs
epizootic sporotrichosis (figure 14).

Canine sporotrichosis in Rio de
Janeiro, Brazil

Sporotrichosis was considered to be rare in dogs,
usually acquired after hunting activities, with pos-
sible traumatic inoculation of the fungus through
thorns and wood splinters. Canine disease was
characterized by fixed skin lesions on the head,
ears and thorax, very few cases of disseminated and
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osteoarticular form have been published, the larg-
est series of canine cases consisted of only 12 dogs
(Freitas D et al. Rev Fac Med Vet Sao Paulo. 1965;
7: 381-387), and (Londero AT et al. Sabouraudia
1964; 3: 273-274).

In a five years period from July-1998 to October
2003, sporotrichosis was diagnosed in 44 dogs at
the Zoonotic Service of IPEC/Fiocruz; 23 (52.3%)
were males and 2| (47.7%) females, including one
pregnant. Age varied from six months to |2 years
(median = 4 years); 23 (52.3%) were mongrels,
14 (31.8%). Toy miniature-breeds, seven (15.9%)
other breeds. Thirty-seven (84.1%) had contact
with sporotrichosis confirmed cats, that inhabited
the same household environment. Previous unre-
lated traumatic injury only two (4.5%).

Skin ulcers, fixed plaques or nodules were
namely observed (figures 15 and 16). The known
duration of dermatosis ranged 2 to 48 weeks,
median = 6 wks. Subcutaneous nodules soft-
ened slowly, draining sera purulent material and
progressing to an exudative ulcer, with elevated
borders and granulomatous funds. Accordingly to
number of lesions (L): Solitary L/1 =18 (40.9%);
L/2-4=17 (38.6%); L/5 or more=9 (20.5%). L-
Topography: on nose 25 (56.8%); forelimbs 13
(29.5%), nasal mucosa involvement 9 (20.5%), and
with lymphangitis-lymphadenitis were 22 (50%).

Mycological diagnosis was confirmed as follows:
a) Direct microscopy of secretions 6 (13.6%); b)
S. schenckii was isolated by culture of exudates in
25 out of 33 specimens (75.8%). Higher number
of isolates were recorded by culture of tissue-frag-
ment 41/42=97.6% of samples. Swabs from nasal
lesions 7/12 (58.3%). Histopathology examination
of skin biopsy tissue showed: an inflammatory
chronic process and granuloma formation in |9
(45.2%), yeast-like cells were visualized 7 (16.7%),
and no asteroid bodies were observed.

Most common hematologic abnormalities were
anemia, eosinophilia, neutrophilia and lymphopenia.
In 34 dogs, biochemical serum-examination was
performed: High concentration of serum-proteins

in I'l (32.4%) within ranges 5.4-7.1 g/dl; hipoalbu-
minemia <2.6 g/dlin 21 (61.8%) and hyperglobu-
linemia >4.4 g/dl in 18 (52.9%).

During the study period-time eight dogs were
lost to follow-up, three were euthanized upon
owner’s request, five (15.2%) had spontaneous
regression of lesions, and 28 (84.8%) were cured
after treatment with itraconazole-ketoconazole,
duration of chemotherapy ranged from 2 to 5
months (median=2.5 months). Adverse drug ef-
fects were recorded in 3 animals: anorexia, vomit-
ing, diarrhea and elevation of the hepatic enzymes
levels. Dogs with culture confirmed sporotrichosis,
responded well to chemotherapy and skin lesions
frequently were self-limited.*

Sporotrichosis in HIV-infected
patients, Rio de Janeiro, Brazil

In the medical literature only 34 isolated cases of
sporotrichosis associated with human immune de-
ficiency virus (HIV) infection, have been described
since beginning of AIDS-epidemic through 2009,
namely, and with disseminated cutaneous, osteo-
articular, central nervous system (CNS), pulmonary
and ocular lesions (figure 17). (Gutierrez-Galhardo
MC etal, 2010). In Brazil, in the period 1980-2008,
a total of 506, 499 AIDS-cases were diagnosed,
60% from the Southeast Region, and Rio de Janeiro
is the Brazilian State with second largest number
of AlDS-cases (Ministry of Health, Epidemiologic
Bulletin, May 9%, 2010).

From February 1999 to December 2009, the
Dermatology and Infectious Disease Team at IPEC/
Fiocruz, reported 21 clinical cases of sporotrichosis
in HIV-infected patients, an increase of 126%: this
sample represents 1.2% of human sporotrichosis
seen at IPEC from 1999-2009. 16 (76.2%) were
men and five (23.8%) women, the mean CD4+
count was 346.4 cells/ul, and most cases gave an
epidemiologic history of transmission from cats
66.7%. Mean duration of symptoms before clinical
care was 5.75 months (range 0.5-6 months) how-
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Figure 16. Dogs with fixed cutaneous sporotrichosis. A:
Alopesic plaque with two subcutaneous ulcerated nodules
of the cervical-dorsal area. B: Two open granulomatous
ulcers of the left foreleg (Courtesy Dr. K Dantas-Filgueira,
RF University of Mossoro, RN, Brazil).

Figure 17. Cutaneous distribution of lesions in HIV-spo-
rotrichosis disseminated cases, with multiple facial ulcers,
also on the limbs, and lower abdomen.

Figure 15. Dog’s skin on the muzzle and nasal mucosa
were confirmed as infected in 57% of the animals with
sporotrichosis.

Figure 18. A 24 years old gardener from Curitiba, Brazil.
He presented with multiple ulcerated painful lesions, raised
indurate margins and fetid secretions, distributed over the
face, thorax, arms an legs. The CD4+ cells count 62/ul
(Courtesy of Hospital of Clinics, UF Parana, Curitiba, Brazil).

ever, the HIV-positive patients without clinically
defined-AIDS and no signs of immune deficiency,
manifested as lymphocutaneous and fixed forms.
By contrast, disseminated-widespread cutaneous
lesions were observed in those with AIDS and
CD4+ count <200 cells/ul, associated mucosal
lesions and hematogenous propagation to bones
and CNS. The skin was commonly affected 95.2%,
and a rare case of destructive auricular chondritis,
nodular cystic lesions and cervical lymphadenopa-
thy. Cutaneous lesions manifested as ulcerated
nodules |1 (52.4%), ulcers in eight (38.1%) and
cystic masses one (4.8%). Ten (47.6%) patients
reported prolonged fever for more than | month
and seven (33.3%) with weight loss greater than
10 percent of body weight.
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Numbers and types of lesions (L) recorded:
Twelve (57.1%) had up to ten-L; six (28.6%) had
[ 1-20L; one (4.8%) with 51-L, and one 130-L. Ex-
tensive ulcerative L>4 cm, were observed in eight
(38.1%). Localized L were distributed on the upper
limbs eight (38.19%) and one on abdomen (4.8%),
the others had widespread disseminated skin-L
(figure 18). Three patients had nasal inflammatory-
L, including two with nasal septum destruction, and
two with hypertrophic infiltration of the gingival
with involvement of the palate and lips is Ls of the
oral mucosa (figure 19).

Osteomyelitis was diagnosed only in two pa-
tients, a) localized on the ankle and knee, b) left
index finger and tenosynovitis of left forearm.
There were two cases with CNS-involvement.
Four patients developed immune-reconstitution-
syndrome (IRIS), 2-5 weeks after initiating antiret-
roviral therapy, with a significant increase of the
CDA4+ count and simultaneous viral load reduction-
suppression. Two cases (9.5%) were observed with
erythema multiform (a hypersensitivity reaction)
which improved after combined treatment of
prednisone-itraconazole. A rare case of granuloma-
tous conjunctivitis was also described (figure 20),
and a patient with bilateral auricular chondritis and
lymphatic cervical cystic lesions (figure 21).

Mycologic diagnosis of sporotrichosis was based
on microscopic observation of S. schenckii in the
skin of 20 (95.29%), and the nasal mucosa in 2
(9.5%), cerebral-spinal fluid 2 (9.5%), and conjunc-

Figure 19. AIDS-sporo-
trichosis oral lesions. A:
Ulcerated nodules on the
face, lips, palate and nose.
B: Hypertrophic infiltrated
gingival.

tiva mucosa, urine blood, and sputum collected one
of each sample from four separate patients. Histo-
pathology examination of 12 skin biopsy specimens
showed: diffuse inflammatory dermal response,
with mononuclear cells, neutrophils and some giant
cells. Disseminated cases were characterized by the
presence of numerous round, elongated, or cigar-
shaped, elliptical yeast-cells, best visualized under
PAS and silver staining-GG-methods (figure 22).
Eleven (52.4%) patients were treated with
itraconazole, and eight (38.1%) also received iv-
amphotericin-B, with an overall cure-rate 81%.
Spontaneous cure was recorded in one (4.8%)
patient. Sporotrichosis as opportunistic infection,
must be considered in all countries where sporo-
trichosis and AIDS are both endemic.*#
Laboratory research was a powerful tool to
establish the origin of the Rio de Janeiro zoonotic
epidemic: S. schenckii was isolated from 100% of
cat’s cutaneous lesions; 66.2% of nasal cavities,
41.8% from the oral cavity and 39.5% of the nails.
In addition, the fungus was cultured from the oral
cavity of three clinically healthy cats. The presence
of large numbers of intra-and extracellular yeast
cells, and the absence of organized granulomas is
characteristic of feline sporotrichosis.*’
Santos-Reis et al., used molecular-DNA-
techniques, by typing 19 human and 25 animals
S. schenckii isolates from the epidemic. By ran-
dom amplified polymorphic DNA (RAPD), 5-10
genotypes were clustered, but the profiles of the
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Figure 20. Right eye with erythematous and granulomatous
conjunctivitis (Courtesy of IPEC/Fiocruz, Rio de Janeiro,
Brazil).

Figure 21. AIDS-patients with bilateral auricular lesions
and destructive chondritis of the right ear. He also had
nodular-cystic raised cervical lesions and neck lymphade-
nopathy (Courtesy of IPEC/Fiocruz).

Brazilian isolates could be distinguished from the
control, United-States isolates. DNA-fingerprints
of S. schenckii isolated from the nails (42.8%) and
oral cavities (669) of infected cats were identical
to the human clinical human isolates, suggesting
a common source epidemic source. Clearly, cats
acted as link for the widespread dissemination of
S. schenckii.*

Phenotypic-molecular identification of 246
fungal isolates of patients attending IPEC/Fiocruz
between 1998-2008 was as follows: 206 (83.4%)

Figure 22. A skin-biopsy from AIDS-sporotrichosis case.
Numerous oval and cigar-shaped yeast-cells of S. schenckii
stained with a deep red color. PAS x 1,000 (Courtesy Hos-
pital das Clinicas, UF Parana, Curitiba, Brazil).

were characterized as virulent S. brasiliensis; 15
(6%) S. schenckii sensu stricto and | (0.5%) as S.
mexicana, and one single atypical strain of S. globose
was identified (Mycopathologia 201 |; 172: p 257).

Discussion

Several factors may explain the endemicity of
sporotrichosis in developing countries: adults
and children spend many hours of activities in the
out-of-doors, being frequently exposed to punc-
tures from thorns, splinters, and cuts from sedge
barbs, handling of reed, Sphagnum moss, hay, and
grasses.”-3 . schenckii has been isolated from soil,
humus, fertilizer, vegetables debris, moist wood,
cat s nails and oral cavity and refrigerated meat. It
has also been isolated from many types of plants,
such as: horsetails, rose bushes, cacti, salt meadow
hay, residual packing straw, carnations, wood splin-
ters, gold mine timbers and most commonly from
wetted Sphagnum moss.>**¢ A practical preventive
implication is: Sphagnum moss, hay and grasses,
should be dried properly before packing, protected
from wetting during storage, and not wetted any
sooner than necessary prior to use.”’
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Epidemiologic research is a powerful tool to
evaluate the risk of infection.®® In spring 1994, an
outbreak of lymphocutaneous sporotrichosis (LC)
occurred at a tree nursery in Florida, USA, 65
workers were involved in production of sm artis-
tic topiaries (pto) which consist of shaping plants
into ornamental forms, pto also involved handling
of metal frames with chicken wires, and filling the
artistic form with sm, and then planting small ivy
plants into the wetted sm.

A case of sporotrichosis was defined as either
a skin biopsy specimen or swab of a skin lesion,
yielding S. schenckii. To determine risk factors,
a questionnarie was administered to all nursery
employees in pto, to collect demographic charac-
teritics, various gardening activities and experience,
local skin trauma and especific exposure to sm.
Odd ratios (OR) and 95% confidence interval (Cl)
for univariate analysis were calculated. All variables
statiscally significant (P<0.05), were included for
multivariate logistic regression (SAS-software,
version 6).%

Among 65 workers nine cases of LC-sporo-
trichosis were identificated, thefore: 9/65x100=
4% attack rate, median age was 39 years (range
27-59), seven (78%) were male. Median time
from observation of skin lesions until diagnosis was
established was |7 days (range 1-38). Risk factors
associated with sporotrichosis-disease were: A)
spending >20 h/week working with sm (P<.01)
B) spending more time filling topiaries with sm,
(P=.05); C) spending <10 h in gardening work,
per week (P=.05), which reflected less garden-
ing experience. Wearing cotton globes (P<.05)
or rubber globes (P<.005), were factors clearly
protective. The nurseries purchased sm from local
supplier in Florida, who received moss shipped
from Wisconsin in plastic bales. The bale-moss
was broken mannually and soaked in water over-
night. Wet moss was tightly packed inside chicken
wires frames, the unprotected manipulation of
metalic wires, resulted in minor injuries on hands
and arms.>* ¢

A high index of early clinical suspicion and hospi-
tal quality surveillance, and prescription of appropi-
ate therapy, remain most important for prevention.
Primary health physicians should suspect sporo-
trichosis in any patient who presents ulcerative or
verrucous plaque skin lesion, especially if there is
evidence of lymphatic spread.®®¢' Sporotrichosis is
not a reportable disease is most countries, there is
little accurate information on case-incidence, and
known data are those generated by publications.'?
Isolation of S. schenckii from skin lesions is the gold-
standard of diagnosis.'*

Alhough information about the incidence of
LC-sporotrichosis in the Unated States is limited,
a few studies have estimated the annual incidence
to be 0.2-2.4 cases per millon persons, however;
the large number of good publications reflects the
research development in that country. Newton et
al. after reporting a patient with LC-sporotrichosis
from Laos,®? highlighted the difficulties in laboratory
diagnosis, the lack of infrastructure and scarce re-
search work on fungal infections in Southeast Asian
countries, resulting in shortage of publications. In
regions as the Highlands of China, Laos, Vietnam,
Cambodia, Burma, Iran, Bangla-Desh, Indonesia,
which have favorable conditions for S. schenckii
endemic growth, the prevalence of cases must be
higher than estimated by published literature.®
In India, the number of cases published between
1932,%® to 2012 increased,** partly due to higher
number of medical and laboratory personnel who
have the expertise to make diagnosis.®® In the
Middle East few cases have been reported from
Israel.®¢ Turkey,’” two cases of equine sporotrichosis
were diagnosed in the Kingdom of Saudi Arabia,*®
and one human case from Thailand.®’ In Malaysia,
asmall outbreak of cat s transmited sporotrichosis
were reported: Five adult male cats were pres-
sented with fight wounds on the forelimbs, cheeks
and nose. The wounds did not heal, but instead
several ulcerated nodules developed above the
eyes, on the nose and behind both ears. All cats
were confirmed to have sporotrichosis by culture.
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Four veterinary studies who handled these cats
were scratched or bitten, and three weeks later
developed suppurative skin ulcers. S. schenckii
was observed in biopsy samples taken from skin
or lymph node of two studentes. The owner of a
surviving cat, also presented similar symptoms.”®
In Rio de Janeiro and nearby municipalities of
Brazil, highest incidence of feline disease was ob-
seved, namely in males cats of reproductive age.
The presence of Sporothrix schenckii in the skin, oral
cavity, nasal fossae and nails of cats,”' together with
the habits of leaving home to roam; the frequent
scratching of soil, woods and the disputes with
other cats, surely favored the epizootic spread of
the fungus, into the feline, canine and human popu-
lations.*¥*“* |n epidemic transmission areas, many
subclinical infections and spontaneous cure may
have gone unnoticed. However, the lack of research
studies on the feline immune response against the
fungus leaves many questions unanswered.
Probably, the widespread cutaneous lesions
recorded in cats, have occurred because of self-
trauma, grooming, bites from other cats and
hematogenous dissemination, such diagnosis is
considered likely if the cat presents with a history
of lethargy, depression, anorexia and fever. The
repeated isolation of Sporothrix schenckii from sick
cat’s blood and testis, suggested that acute dis-
semination may be more frequent, than previously
reported in animal models.”? Also because of high
burden of yeast-cells in feline lesions, the laboratory
diagnosis of sporotrichosis is often possible by cyto-
logical examination (Clinkenbeard KD. Diagnostic
cytology: Sporotrichosis. The Compendium. Samall
Animal. 1999; 13: (No 2) 207-212). It is important
for veterinarians to be aware that in some cats
and dogs, the organism may be difficult to see in
smears or histological sections, and highlights the
importance of submitting a fresh tissue sample for
fungal culture, when sporotrichosis-leishmaniasis
or cryptococcosis are considered in the differential
diagnosis. Recently, a technique involving DNA-
extraction and polymerase-chain-reaction amplifi-

cation from a tissue biopsy specimen was used in
diagnosing sporotrichosis in cats.”> Currently, the
test is not commercially available. Cost is an im-
portant considetation when choosing treatments.
In Latin Americans fluconazol, itraconazole and
terbinafine in generic formulations®? are available,
the cure-rate may be good in fixed and cutaneous
lymphatic forms, but the prognosis is bad in dis-
seminated cases and malnourrished animals.”

Most general physicians and dermatologists do
not know or don’t give proper attention, to cat’s
role as important source of sporotrichosis-trans-
mission. Frequently, they attribute human infection
to contacts with organic soils, plants and mosses,
and forged completely the possibility of zoonotic
infections from scratches-bites or skin “s secretions
of diseased cats. Veterinarians also ignore a basic
rule of felines dermatology «Ulcerated skin lesions
observed in cats, may potentially by produced by
neoplasia, cryptococcosis or sporotrichosis» (Lars-
son CE. University of Sao Paulo, Brazil, 2001). In
tropical countries, mucocutaneous leishmaniasis,
paracoccidiodomycosis, tuberculosis, coccidiodo-
mycosis and blastomycosis should be considered
in the differential diagnosis of HIV-sporotrichosis
patients, with disseminated cutaneous lesions.

In dogs, the fixed cutaneous form was most
commonly reported. Multiple and firm nodules,
ulcerated plaques with raised bordes or, annular
crusted and alopecic areas have been observed on
the head, pinnae or trunk. In the Brazilian canine
epizootic, the nose was affected in 25 (56.8%),
nasal mucosal involvement 9 (20.5%), and three
cases with isolated mucosal lesions, however, the
presence of sick cats in the homes of humans and
dogs with sporotrichosis was reported in 83%.
The high incidence of muzzle lesions in dogs, was
explained by the habit to sniff their environment,
and the injuries caused by cats. Dogs usually have
a scarcity of yeast-fungal cells seen in histological
sections, but well organized granulomes formation
was reported in 45.2%. Canine disease is easily
treated and has a good prognosis, in contrast, cats
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frequently had a severe disease, often systemic
and difficult to treat. So far, there is no reports of
human cases associated with contamination from
dogs. All infected animals should be handled with
care, globes and protective clothing should be worn
when samples are taken of exudates or tissues and,
these should be carefully removed and disposed.
The arms, wrists and hands should be washed in
chlorhexidine gluconate or povidone-iodine.”
The large number of sporotrichosis-HIV-
infected patients, was probably due to the over-
lapping epidemics in the State of Rio de Janeiro,
and the poverty, low-income of the affected
population, with precarious health service. In
the period 2005-2008, there was an epidemic
increase of AIDS-sporotrichosis, all patients ex-
cept one came from areas with zoonotic-epidemic
spread, and two thirds of patients gave a history of
transmissions from cats with sporotrichosis. Men
were most affected by HIV, because in Brazil the
sex-rate male/female, recorded in the ongoing
AIDS epidemic was |.5. Severe, disseminated
forms were observed in HIV-infected patients
when CD4+ counts were of <200 cells/ul, fre-
quently they also showed mucosal, bones and
CNS attacks, and conjuntival mucosa involvement,
but nasal mucosa was the most common site of
extracutaneous lesions 14.3% in the series.”*%
In terms of clinical evolution and treatment re-
sponse, 81% were cured regardless the immune
status or clinical-type, most patients received
100 mg oral itraconazole/daily and associated
highly active antiretroviral therapy (HAART),
with excellent response.’®’” In conclusion: good
and timmely clinical-epidemiologic research, and
high-quality laboratory-work, with the appropi-
ate use of chemotherapy are final products of
an excellent medical education, team-working
multidisciplinary research, and the rich produc-
tion of the many good publications generated by
IPEC/Fiocruz researchers.®% Clearly, zoonotic
sporotrichosis is an important mycosis in Brazil,
and there is much to be learned about the natural

history, epidemiology and ecology of S. schenckii.
The goal of disease prevention is of particular
interest for this low-iricome population of the
«favelas», given the limited access to medical care
and lack of affordable therapy.
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Resumen

El propésito de este trabajo fue la evaluacién del compor-
tamiento de la mioglobina como método diagndstico en pa-
cientes con sindromes coronarios agudos (SCA). Se realizé un
estudio descriptivo longitudinal prospectivo con los pacientes
que ingresaron al Hospital «Calixto Garcia» con diagnéstico
de sindromes coronarios agudos. El grupo estuvo conformado
por 45 pacientes: 29 sujetos con sindromes coronarios agudos
con elevacién del segmento ST (SCA-CEST) y 16 con sindrome
coronario agudo sin elevacion del segmento ST (SCA-SEST).
La edad, sexo y antecedentes patoldgicos personales de riesgo
cardiovascular fueron las variables relacionadas con la cinética
del marcador cardiaco. Las pruebas estadisticas para evaluar
normalidad se realizaron a través de los test de Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro-Wilks. Para el analisis univariado se utilizaron
las pruebas ANOVA y t de Student en el caso de las variables
cuantitativas. Para las variables cualitativas o categéricas las
pruebas de Chi cuadrada y exacta de Fisher. La concordancia
se calculé segln el indice de Kappa de Fleiss y las pruebas
de validez diagnéstica. Se consideré un nivel de significacion
p =< 0,05. La mioglobina tuvo una sensibilidad de 90.9% y
especificidad de 75% en el diagnéstico de sindrome coronario
agudo dentro de las primeras cinco horas de iniciado el dolor
y se encontré asociacion entre valores positivos de mioglobina
y variables clinicas en la predicciéon de eventos fatales en el
sindrome coronario agudo.

Centro Habana, CP 10400, La Habana, Cuba.
Tel: (537) 870 8081 a 86 exts. 130, 131, 151
E-mail: mdopicopaz@iglesiacatolica.cu

Abstract

The purpose of this study was to evaluate the behavior of
myoglobin as a diagnostic method in patients with acute coro-
nary syndromes (ACS), for these a prospective longitudinal
descriptive study was developed with the patients that were
attended at the «Calixto Garcia» Hospital with diagnosis of
acute coronary syndromes. The group was integrated by 45
patients: 29 with acute coronary syndromes and increased
segment ST and |6 with acute coronary syndromes without
increased segment ST. The age, sex and personal pathology
antecedent of cardiovascular risk, were the variables related
with the kinetic of cardiac marker. The statistic test for evalu-
ate normality was realized by mean of the Shapiro-Wilks and
Kolmogorov-Smirnov tests. For the single variable analysis
was used the ANOVA and Student’s t Tests in the case of
quantitative variable. For the qualitative variables or categor-
ics, Chi square and Fisher exact tests were employed. The
concordance was calculated by the Fleiss Kappa Index and
diagnosis validity test. It was considered as a signification
level p < 0.05. The myoglobin had a sensitivity of 90.9% and
specificity of 75% in the diagnosis of acute coronary syndrome
during the first five hours after initiation of pain and it was
found association between positives values of myoglobin and
clinical variables in the prediction of fatal events in the acute
coronary syndrome.
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Introduccion

Las estadisticas internacionales de los ultimos
anos mostraron que las enfermedades del cora-
zén provocaron |5 millones de muertes cadaanoy
constituyeron la primera causa de fallecimientos en
los paises desarrollados en el siglo XX, aportando
mas de 50% a la mortalidad general.'

En Cuba, desde hace mas de 20 afos, las
enfermedades del corazén son la primera causa
de muerte.? Al cierre del 2010, la situacién de
salud del pais se caracterizé por incremento en la
mortalidad general, aumento de los afios de vida
potencialmente perdidos, baja mortalidad por en-
fermedades infecciosas y elevada morbimortalidad
por enfermedades crénicas no transmisibles, sien-
do las enfermedades del corazén el primer lugar
dentro de las cinco primeras causas de muerte.?

El diagnéstico de sindrome coronario agudo
(SCA) puede ser dificil en las primeras horas de
atencién del paciente, hecho que lo pone en riesgo
de complicaciones. La morbimortalidad en el SCA
guarda relacién con la presencia o no de necrosis
miocardica; por lo tanto, los marcadores séricos
de dafo miocardico se destacan por su importante
papel en el diagndstico y en el prondstico, pudiendo
éstos ser usados como guia para la terapéutica.

En la actualidad, debido a la necesidad de diag-
nosticar rapidamente el infarto agudo del miocardio
(IAM), se estan investigando nuevos marcadores
séricos, asi como una prueba rapida a la cabecera
del paciente, con marcadores ya existentes que
ayuden al diagnéstico del IAM, sobre todo en los
servicios de urgencias.*

En los Ultimos afios, se ha estado evaluando
la aplicabilidad de los nuevos criterios de |1AM;
especificamente con uno. de sus marcadores de
dano miocardico, las troponinas, reconociéndose
sus ventajas y limitaciones. Para el diagnéstico de
infarto, éstas se circunscriben fundamentalmente
a los casos dudosos, pudiendo identificar necrosis
miocardica en situaciones que de otra forma serian
clasificadas como angina sin necrosis miocardica.

Dopico PJRy cols. Mioglobina en sindrome coronario agudo

Otros son menos sensibles como la mioglobina, la
aspartato aminotransferasa (TGO) y la deshidro-
genasa lactica (LDH).>¢

El comportamiento del nivel sérico en forma de
curva de los diferentes biomarcadores (enzimaticos
o no), le permite ser Gtil en el SCA. Entre los mas
precoces esta la mioglobina, le sigue la creatina
quinasa (CK) total y las troponinas, por su seguridad
diagnéstica y valor prondstico.®

En un estudio realizado por Apple y colabora-
dores emplearon una determinacién simultanea de
CK-MB, troponina | y mioglobina. La sensibilidad
de la troponina | para detectar infarto a partir de
las 12 horas de comenzado el dolor es mayor que
la de los otros dos parametros, pero antes de las
seis horas la sensibilidad de la mioglobina y de la
CK-MB es superior a la de la troponina I.”

La mioglobina es una proteina de bajo peso
molecular, muy utilizada como marcador del IAM,
sobre todo por ser mas precoz en relacién con
otros biomarcadores, alcanzando niveles séricos
Utiles para diagnéstico a partir de las tres horas, y un
pico maximo aproximado entre las seis a |2 horas
y cediendo a las 24 horas; por otro lado, tiene un
alto valor predictivo negativo. Su uso es realmente
favorable para la toma de decisiones precoces.*®

Son mudltiples los métodos analiticos de labo-
ratorio de la mioglobina, entre los que destaca el
inmunoensayo de latex-aglutinacién, el inmunotur-
bidimétrico y otros, cada uno con diferentes costos
y rangos limitrofes. También se marcan diferencias
de sensibilidad y especificidad de este biomarca-
dor entre los diferentes laboratorios, siendo ya
controversial. Aun asi, la mioglobina se ha seguido
utilizando, pero ya se prefiere usar unida a otro
biomarcador como las troponinas o la CK total,
aprovechandose |a precocidad de la mioglobina que
comienza a elevarse dentro de las dos a seis horas
del infarto y la seguridad de otros biomarcadores
como las troponinas | que se elevan dentro de las
cuatro a siete horas del evento y se mantienen por
encima de los valores normales por siete a 14 dias,
asi como las CK total que comienzan a elevarse
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entre las 16 a 20 horas y descienden entre las 21 a
25 horas de haber ocurrido el infarto.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el
comportamiento de la mioglobina como método
diagndstico en pacientes con sindrome coronario
agudo.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio descriptivo longitudinal pros-
pectivo que incluyé 45 pacientes, que acudieron
al Servicio de Urgencia del Hospital Universitario
«General Calixto Garcia» entre octubre y di-
ciembre del 2009 por dolor toracico sugestivo de
sindrome coronario agudo (SCA), con evolucién
inferior a 12 horas del inicio de los sintomas, los
cuales fueron ingresados en la Unidad de Cuidados
Intensivos Coronarios de dicho hospital.

Todos los pacientes fueron valorados por el
especialista de Cardiologia y el residente responsa-
ble de esta investigacién. Fueron excluidos de este
estudio enfermos con antecedentes de insuficiencia
renal, convulsiones o traumatismo reciente, asf
como pacientes a quienes se hubiera practicado
desfibrilacion o masaje cardiaco reciente o con
dolencia del musculo esquelético.?

Procesamiento de la muestra. A los pacien-
tes se les realizé una primera extraccién de sangre
venosa (5 mL) en el Servicio de Urgencias y luego
otras tres extracciones seriadas en la Unidad de
Cuidados Intensivos Coronarios entre las ocho, 16
Y 24 horas del inicio de los sintomas.

Las muestra se obtuvo por puncién venosa,
utilizando jeringuilla con aguja desechable y colo-
cada en un tubo de ensayo; posteriormente fueron
trasladadas al laboratorio clinico y, después de re-
traido el coagulo, se centrifugaron, decantandose
el suero y enviandose a la Empresa de Produccién
de Bioldgicos «Carlos ]. Finlay», en Cuba, donde
se le realizaron, en el caso de la mioglobina, de-
terminaciones analiticas con el método inmunotur-
bidimétrico, utilizando un juego de reactivos de la
firma alemana Dyasis.’

La concentracién de mioglobina se calculé
mediante una curva de calibracién, utilizando para
ello un calibrador DiaSysTruCal de la misma firma.
Limite de prueba: 5 pg/L. Intervalo de referencia:
6-85 ng/mL. Hombres: < 92 ng/mL. Mujeres: <
76 ng/mL.

En el caso de la CK total (patrén de referencia),
el andlisis de las muestras se realizé mediante un
método de determinacién de la actividad enzi-
matica en forma cuantitativa con un juego de la
misma empresa. Intervalo de referencia: 144-210
U/L. Hombres: 24-195 U/L. Mujeres: 24-170 U/L.

Todas estas determinaciones se realizaron en un
equipo analizador BM/Hitachi de la casa comercial
Roche Diagnostic.'?

Procesamiento estadistico. De acuerdo con
el tipo y escala de las variables, los resultados se
expresan en valores medios y tablas de frecuencias.

El andlisis para probar normalidad se realizé a
través de las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y
Shapiro-Wilks. Para el analisis univariado se utilizé
las pruebas ANOVA y t de Student, en el caso de
las variables cuantitativas. Para las variables cuali-
tativas o categoricas el test de (X?) y prueba exacta
de Fisher. Cuando los grupos de comparaciéon no
distribuian normal y el nimero de pacientes fue
menor de 20, se utilizé el método no paramétrico U
Mann Whitney para observaciones independientes.

La concordancia se calculé segin el indice de
Kappa de Fleiss.'' Se graficé la curva ROC para in-
tegrar la sensibilidad y especificidad; la significacion
de dichas curvas se evalué a partir del calculo del
intervalo de confianza (IC) del area bajo la curvay
se interpretd como significativa aquel valor del area
cuyo limite inferior fue superior a 0.5; un indice
entre 0.8 y 0.9 es bueno y excelente si es |.'

Las curvas de supervivencia libre de eventos
observados se calcularon a partir del método de
regresion de Cox (curvas de Kaplan-Meier).

Los andlisis se realizaron para estudios de dos
colas. Se consideré estadisticamente significativo
un valor de p < 0.05 y se calcularon los intervalos
de confianza para 95%.
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Para el estudio del rendimiento diagnéstico y
prondstico de la mioglobina se utilizaron medidas
de validez: sensibilidad, especificidad y valores
predictivos positivos y negativos, tomandose como
prueba de referencia la determinacién de CK total,
asi como razones de probabilidad, lo cual nos per-
mite medir cuanto mas probable es un resultado
concreto (positivo o negativo), segln la presencia
o ausencia de la enfermedad.'?

Se creé un modelo de recoleccion de datos y
una base de datos en Excel para el estudio. Todos
los calculos se realizaron con el paquete estadistico
SPSS versién 16.0.

Resultados

El estudio realizado estuvo conformado por 45
pacientes que acudieron al Servicio de Urgencia
del Hospital Universitario «General Calixto Gar-
cia» con sintomas y signos sugestivos de isquemia
miocardica aguda.

Como se aprecia en la figura 1, la mioglobina
comienza a detectarse en las primeras cinco horas
con pico maximo alrededor de las 6-10 horas y
su descenso se observa a partir de las 16 horas, y
continta un descenso progresivo registrado hasta
las 25 horas. Por otro lado, el comportamiento
de los valores medios de la CK total, permite
definir una curva enzimatica donde los valores
comienzan a elevarse entre las primeras cinco
horas, alcanzando su elevacién mayor entre las |6-
20 horas y va descendiendo considerablemente
entre 21-25 horas.

Al realizar un andlisis comparativo entre las
diferentes muestras de mioglobina y CK total
para obtener el valor maximo (pico maximo)
seglin toma, se encontré que el pico maximo de
mioglobina se obtuvo en la segunda muestra (t =
5.924, p = 0.0002) (6-10 horas del inicio de los
sintomas); mientras para la CK total alcanza el pico
en laterceramuestra (t =2.551,p = 0.017) (16-20
horas del inicio de los sintomas); a partir de esta
toma comienza el descenso de mioglobinay en la

Dopico PJRy cols. Mioglobina en sindrome coronario agudo
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Figura 1. Valores medios de mioglobina y CK total segun
tiempo.
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Figura 2. Comportamiento de los marcadores miocardicos
segun tomas de muestras (valores medios).

cuarta toma (21-25 horas), se obtiene la caida de
la CK total (figura 2).

Al realizar el andlisis de concordancia, encon-
tramos que ‘la mioglobina y la CK total fueron
significativamente positivas en los pacientes con
sindrome coronario agudo (K = 0.659, p < 0.001).
Se obtiene una sensibilidad de 90.9% y especifi-
cidad de 75% para la mioglobina y una razén de
verosimilitud positiva de 3, es decir, un resultado
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Cuadro 1. Eficacia diagnéstica de la mioglobina en el
sindrome coronario agudo (SCA).

Mioglobina Mioglobina
positiva negativa Total
n % n % n %
CKo@l 5y 9090 3 2500 33 733
positiva
CK total 3 910 9 7500 12 266
negativa
Total 33 7330 12 2660 45 100.0

K'=0.659, p<0.001, Se =90.9%, E =75%, RVP = 3.6, RVN = 0.1.

positivo de mioglobina es tres veces mas probable
en un paciente con sindrome coronario que en
otro sujeto sin esta enfermedad. Sélo 9.1% de los
pacientes con mioglobina positiva tenian CK total
negativa, lo que indica la buena sensibilidad de la
mioglobina para el diagnéstico del SCA limitada por
su poca especificidad (cuadro ).

Al comparar los resultados de la mioglobina y
CK total de los pacientes con SCA-CEST, se ob-
tuvo una concordancia moderada (K = 0.512, p
< 0.001), con una especificidad de 66.7% y valor
predictivo negativo (VPN) de 50%. La mioglobina
fue significativamente mas positiva que la CK en
los pacientes del grupo analizado con una razén
de verosimilitud positiva de 2.8, por lo tanto, un
resultado positivo de mioglobina es dos veces mas
probable en un paciente con sindrome coronario
agudo con elevacién del ST que en otro sujeto sin
el mismo. En el grupo de pacientes con SCA-SEST,
se obtuvo una concordancia buena (K = 0.632,
p < 0.0001), con una especificidad de 77.8% y
valor predictivo negativo de 87.5% y una razén
de verosimilitud positiva de 3.9, lo que expresa
que el resultado positivo de mioglobina es tres
veces mas probable en un paciente con sindrome
coronario agudo sin elevacién del ST que en otro
sujeto sin el mismo. Sin embargo, la mioglobina no
fue significativamente positiva, sélo 43.7% de los
pacientes tenian mioglobina positiva; por lo tanto,

100 92.30

85.70
80 77.80

66.70

%

SCACEST
[ ] sensibilidad

SCASEST
|:| Especificidad

Figura 3. Eficacia diagnéstica de la mioglobina en el sin-
drome coronario agudo con elevacion del segmento ST
(SCA-CEST) y en el sindrome coronario agudo sin el-
evacion del segmento ST (SCA-SEST).

Cuadro II. Eficacia diagndstica de la mioglobina
en el sindrome coronario agudo sin elevacion
del segmento ST (SCA-SEST).

Mioglobina  Mioglobina
positiva negativa Total
n % n % n %
CK total 6 8570 2 2200 8 500
positiva
CK total 1 1428 7 7800 8 500
negativa
Total 7 4375 9 5625 16 100.0

K=0.632, p<0.0001, Se = 85.7%, E = 77.8%, VPP = 75%, VPN
=87.5%, RVP =3.9,RVN=0.2.

se necesita de otros marcadores para mejorar la
sensibilidad de la mioglobina en el diagnéstico del
SCA-SEST (figura 3 y cuadro II).

Al realizar el andlisis multivariado mediante un
modelo de regresién logistica, encontramos que la
mioglobina, la carga de complicaciones y la carga
de antecedentes patoldgicos personales de riesgo
cardiovascular, son variables con prediccién de ries-
go de fallecimiento durante la primera semana de
la fase hospitalaria. La mejor relacién sensibilidad/
especificidad prondstica de fallecimiento a los siete
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Figura 4. Curva ROC.

dias valorada a partir del area bajo la curva ROC, la
identifica la presencia de la carga de complicaciones
(1.00), seguida de la positividad de la mioglobina
(0.61) (figura 4).

Discusion

Esta serie estuvo constituida por 45 pacientes; los
estudios analizados en nuestra revision bibliografica
incluyeron muestras mayores,'*'”lo que a nuestro
juicio influye en la exclusién de mas pacientes y el
menor numero de complicaciones; de todos modos
los resultados de éstos son similares a los nuestros.

Respecto al patrén electrocardiografico del
segmento ST, se toméd en cuenta tanto los' SCA-
CEST como los SCA-SEST. Otros estudios estan
relacionados con SCA-SEST exclusivamente. '8
Por su parte, Chapelle y colaboradores basan su
investigacion en el valor diagnéstico de mioglobina
y otros marcadores en la fase prehospitalaria del

Dopico PJRy cols. Mioglobina en sindrome coronario agudo

sindrome coronario agudo, incluyendo pacientes
con SCA-CEST y SCA-SEST, lo que coincide con
nuestra investigacién.? A nuestro juicio, este com-
portamiento esta en concordancia con la marcada
tendencia de la correlacién diagnéstica de la eleva-
cién de este segmento (ST) y su coincidencia con
los eventos coronarios.

Por otra parte, el comportamiento de la curva
en nuestra investigacioén, indica claramente que la
mioglobina comienza a detectarse en la sangre de
los pacientes con SCA en al menos cinco horas y
alcanza su pico maximo varias horas después (6-10
horas), siendo siempre mas precoz que el resto de
los marcadores, independientemente del método
analitico empleado.

Se encontré una sensibilidad y valor predic-
tivo negativo para mioglobina de 90.9 y 75%,
respectivamente. En la literatura, existen amplias
diferencias entre los resultados que analizan el
valor diagnéstico en los diferentes marcadores con
variaciones en la sensibilidad entre 52 y 94%, en la
especificidad entre 33 y 96%, en el valor predictivo
positivo (VPP) entre 46 y 98% y en el valor predic-
tivo negativo (VPN) entre 38 y 93%.%4%

En nuestro estudio, las diferencias entre los
valores de mioglobina encontradas en el SCA-SEST
y SCA-CEST esta en relacién por la instauracién
del tratamiento fibrinolitico que recibieron 60% de
los pacientes antes de la extraccién de la primera
muestra, lo que influyé en los niveles inicialmente
altos tras la reperfusion para ambos marcadores
estudiados.

El tamano del area infartada puede influenciar
la sensibilidad y especificidad en el SCA-CEST, la
isquemia es mas grande y generalmente el paciente
es tratado con terapias de reperfusién que modi-
fican la cinética de liberacion de los marcadores vy,
en-consecuencia, su utilizacién como detectores
de necrosis miocardica.”

En nuestra muestra utilizamos el valor de corte
de mioglobina para hombres de 92 ng/mL y en
mujeres 76 ng/mL. Sin embargo, existen muchas
diferencias entre los valores de referencia por labo-

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 60, Nim. |, pp 25-32 ¢ Enero - Marzo, 2013



Dopico PJRy cols. Mioglobina en sindrome coronario agudo

ratorios; no hay acuerdo sobre la cifra de corte para
definir la isquemia miocardica. Nos parece adecua-
do mencionar que existen 36 métodos diferentes
de determinacién de la mioglobina y sus reactivos,
entre los que se publican el latex-aglutinacién, ra-
dioinmunoensayo, inmunoturbidimétricos y otros
que pudieran modificar los resultados estadisticos
antes mencionados.

La existencia de diferentes valores de corte
donde se incluye la mioglobina, limita su eficiencia
diagndstica, ya que no existe una Unica concen-
tracion que identifique de manera consensuada la
necrosis miocardica, y ésta varia dependiendo del
método de medida utilizado.

Nuestro trabajo comprobé el valor pronéstico
de la mioglobina y su asociacién con otras variables
clinicas que permiten evaluar el riesgo de eventos
cardiovasculares graves en pacientes con sindrome
coronario agudo (SCA).

Por otro lado, en un estudio realizado, Eggers
y colaboradores con 197 pacientes con dolor
toracico y electrocardiograma no diagnéstico de
infarto agudo del miocardio (IAM), se estimaron los
valores de troponina |, CK-MB y mioglobina para
medir el rendimiento diagndstico. Se demostré
que la CK-MB y la mioglobina no tuvieron valor
diagnéstico adicional.”

En nuestro estudio, al realizar el analisis uni-
variado, no demostramos posibles predictores de
eficacia diagnéstica y prondstica de la mioglobina
como son: edad, sexo, caracteristicas del patrén
electrocardiografico, diabetes mellitus, antece-
dentes de cardiopatia isquémica, hipertensién
arterial y tabaquismo, en el sindrome coronario
agudo (SCA).

Los pacientes complicados en nuestro estudio
que presentaron valores de mioglobina positivos
y mas de dos factores de riesgo cardiovascular,
tuvieron complicaciones durante el ingreso.
Winter, en su estudio sobre el valor pronéstico
de mioglobina, troponina T y CK-MB, encontré
que los pacientes con mioglobina positiva tenian
riesgo de presentar un evento clinico en un

periodo de 180 dias, unido al resto de los otros
marcadores y a los antecedentes de enfermedad
arterial coronaria.'’

Conclusiones

La mioglobina constituye una prueba diagnéstica
precoz en el sindrome coronario agudo por su
alta sensibilidad limitada por su baja especificidad
durante la fase hospitalaria.

En el sindrome coronario agudo sin elevacién
del segmento ST (SCA-SEST), la eficacia diagndstica
de la mioglobina esta limitada, requiriendo de otros
biomarcadores para hacer diagnéstico de isquemia
miocardica aguda.

La elevacién precoz de la mioglobina agrega
informacién pronéstica unida a marcadores clinicos.
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Resumen

Antecedentes: El tabaquismo se ha asociado con inflamacién
sistémica de bajo grado, un factor de riesgo conocido de enfer-
medad cardiovascular. Este estado es reflejado por una cuenta
elevada de leucocitos de sangre periférica (LSP). Objetivo:
Analizar la relacién entre tabaquismo y la cuenta de LSP en
hombres y mujeres, donadores de sangre de varios grupos de
edad y analizar la relacién de la cuenta LSP con otros factores
de riesgo para enfermedad cardiovascular tradicionales. Ma-
terial y métodos: Estudio transversal prospectivo en 15,601
hombres y 2,709 mujeres de 18 a 65 afos de edad. Los datos
analizados fueron estado e intensidad del tabaquismo, otros
factores de riesgo conocidos de enfermedad cardiovascular
y cuenta de LSP. Resultados: 350 mujeres (12.9%) y 5,091
(32.6%) hombres fueron fumadores. En ambos géneros, la
cuenta media de LSP/mm? fue mayor en fumadores que en
no fumadores (p = 0.001). La cuenta de LSP se conserva
elevada en fumadores de todos los grupos de edad desde los
18 a los 65 afos. El andlisis de la varianza mostré diferencias
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Abstract

Background: Smoking has been associated with low-grade
systemic inflammation, a known risk factor for cardiovascular
disease (CVRF). This state is reflected in elevated white blood
cell count (WBC). Objective.: Analyze the relationship be-
tween smoking and WBC in blood donors, men and women,
of several age groups and analyze the relationship between
WBC and others traditional cardiovascular risk factors.
Material and methods: Prospective cross-sectional study
in 15,601 men and 2,709 women aged between 18 and 65
years. Data analyzed were smoking state and smoking intensity,
other cardiovascular risk factors and WBC count. Results: 350
women (12.9%) and 5,091 (32.6%) men were smokers. In
both genders, the average count of WBC/mm? was higher in
smokers than in nonsmokers (p = 0.001). WBC remains high
in smokers of all age groups, from 18 to 65 years. Analysis of
variance showed significant differences in WBC count accord-
ing to the smoking intensity: nonsmoking versus smoking |1-4
cigarettes/day or = 5 years smoking duration versus smoking
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significativas en la cuenta de LSP de acuerdo con la intensidad
del tabaquismo: sin tabaquismo versus tabaquismo [-4 ciga-
rros/dia o durante menos de cinco afos versus tabaquismo =
5 cigarros/dias durante = 5 afnos en hombres y mujeres (p =
0.001). Otros factores de riesgo conocidos de enfermedad
cardiovascular tradicionales también se asocian bivariadamente
al incremento de LSP. Conclusiones: El tabaquismo se asocia a
un incremento de LSP, el cual permanece significativo en todos
los grupos de edad estudiados y en ambos géneros. Existe un
efecto dosis-respuesta entre intensidad del tabaquismo y LSP.

Introduccion

En el ano 2008, cerca de dos terceras partes del
total de muertes en el ambito global (36 millo-
nes), fueron causadas por enfermedades crénicas
no transmisibles, principalmente cardiovasculares
(48%), cancer (21%), enfermedades respiratorias
crénicas (12%) y diabetes (3%).' Los principales
factores de riesgo comunes que causan las enfer-
medades crénicas no transmisibles son el consumo
de tabaco, una dieta malsana, la inactividad fisica y
el abuso del alcohol. Un poco mas de 1,000 millo-
nes de personas fuman tabaco en todo el mundo;
su consumo causa una de cada seis muertes por
enfermedades croénicas y es factor de riesgo de seis
de las ocho principales causas de mortalidad en el
mundo.? La Encuesta Global de Tabaquismo en Adul-
tos realizada en México en el afio 2009 refiere que
15.9% (10.9 millones) de los adultos en México son
fumadores actuales, 24.8% hombres (8.1 millones)
y 7.8% (2.8 millones) muijeres.

La arteriosclerosis es una enfermedad infla-
matoria crénica iniciada por la lesiéon endotelial
y definida por la carga de la pared arterial con
el colesterol libre y esterificado, seguido por
el reclutamiento subintimal focal de monocitos
circulantes y linfocitos T que sana por fibrosis y
calcificacién.* La inflamacién desempena un papel
crucial en la aterogénesis, ya sea por los mecanis-
mos locales celulares o las consecuencias humora-
les facilmente medibles en el plasma. Este hecho
ha generado un gran interés en la identificacion de
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= 5 cigarettes/day for = 5 years in men and women (p =
0.001). In bivariate analyses, others traditional cardiovascular
risk factors are also associated to increased WBC count.
Conclusions: Smoking was associated with elevated WBC,
which remains significant in all age groups studied and in both
genders. We found that a dose-response relationship exist
between smoking intensity and WBC count.

los marcadores que pueden ser detectados en la
sangre que podrian reflejar el estado de la inflama-
cién subyacente presente en la pared vascular. La
cascada biolégica de eventos que comprenden las
defensas naturales del cuerpo contra el dano o la
infeccién es una parte vital del sistema inmunolé-
gico. Por lo general, este proceso es una respuesta
aguda que da lugar a un rapido incremento en los
mediadores inflamatorios que se liberan a la circu-
lacién. Por ejemplo, las concentraciones en sangre
de la proteina de fase aguda, proteina C reactiva
(PCR), pueden aumentar mas de 1,000 veces
en respuesta a infeccién o trauma. Sin embargo,
varios estudios ahora proporcionan datos con-
vincentes de que elevaciones persistentes, pero
muy leves, en los biomarcadores de inflamacién
sistémica, incluso cuando estan dentro del rango
clinicamente normal, son factores potenciales de
riesgo de varias condiciones adversas para la salud,
en particular las enfermedades cardiovasculares.®
Estos «reactantes de fase aguda» se han estudiado
como posibles marcadores de alteraciones sisté-
micas mas sutiles y persistentes que pueden ser
llamadas inflamaciones de bajo grado. Las concen-
traciones de estos factores circulantes muestran
persistencia afo con afio en un mismo individuo
al'igual que algunos de los factores de riesgo am-
pliamente estudiados, tales como la concentracién
de colesterol en la sangre y la presién sanguinea.®’
Desde hace algunas décadas se conocen los cam-
bios que el tabaquismo provoca en los procesos
inmunes e inflamatorios,® asi como el papel que
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tiene la inflamacion con el riesgo de enfermedad
cardiovascular.’ La contribucién de la inflamacién
a la iniciacién y progresién de la arterioesclerosis
esta recibiendo cada vez mayor atencién. Varios
reactantes de fase aguda, citocinas y moléculas
solubles de adhesidn celular se han implicado en
este proceso, con sus concentraciones plasmaticas
incrementadas en una variedad de enfermedades
arterioescleréticas. La inflamacién de bajo grado
puede ser evaluada usando una variedad de bio-
marcadores, entre ellos la proteina C reactiva de
alta sensibilidad (PCRas) y la cuenta de leucocitos
de sangre periférica (LSP); este ultimo, amplia-
mente disponible, no muy caro y bien estandari-
zado. Se conoce desde la década de los 70 que el
habito de fumar incrementa la cuenta de LSP'%'2
Ademas, se ha investigado el papel predictor que
tiene la inflamacién subclinica en enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares,'*'* especificamen-
te, el papel predictor independiente de la cuenta
de LSP en eventos cardiovasculares y mortalidad
después de ajustar para otras posibles variables
de confusién.'>'¢

Para confirmar si el tabaquismo conduce a
un estado de inflamacion sistémica, realizamos el
presente estudio en el que se analiza la cuenta de
LSP en donadores de sangre aparentemente sanos,
hombres y mujeres, fumadores y no fumadores, de
varios rangos de edad; ademads, se analiza el efecto
dosis-respuesta respecto a la intensidad del taba-
quismo (duracién del tabaquismo y el nimero de
cigarros/dia) y la cuenta de LSP. Los donadores de
sangre son un grupo de la poblacién, generalmente
jovenes, que entran en contacto con el sistema de
saludy este hecho representa una oportunidad para
la deteccién de riesgos que comprometan su salud
en un futuro. Nuestra legislacion actual requiere
que las personas que donan sangre se encuentren
libres de enfermedades agudas como los procesos
infecciosos agudos; por lo tanto, se asegura que al
momento de la donacién y la toma de las muestras
sanguineas los donadores de sangre se encuentren
aparentemente sanos.

Material y Métodos

Diserio del estudio y pacientes. Estudio observa-
cional, transversal prospectivo. El Comité de Etica
e Investigacion del hospital revisé y aprobé el pro-
tocolo de investigacién. Todos los pacientes dieron
su consentimiento informado antes del estudio.

La muestra en estudio se obtuvo de los donado-
res de sangre consecutivos que acudieron a donar
sangre durante el periodo junio de 2007 a junio de
2012 en el Banco de Sangre de la Unidad Médicade
Alta Especialidad Bajio del Instituto Mexicano del
Seguro Social. Estos donadores de sangre acuden
a la institucién como donadores voluntarios de
reposiciéon en mas de 99% de los casos; el resto
son donadores altruistas. Los pacientes elegibles
fueron 24,599, sélo se incluyeron 18,310, de los
cuales 15,601 fueron hombres y 2,709 mujeres
de entre 18 y 65 anos de edad. Los donadores
incluidos tenian ayuno de al menos ocho horas al
momento de la toma de la muestra de sangre para
su andlisis, no presentaban ningtin foco infeccioso
(como faringoamigdalitis, gastroenteritis, caries
infectada, etcétera) u otra patologia aguda al mo-
mento del estudio. Solamente se incluyeron los
donadores que negaron enfermedades croénicas
como diabetes, hipertensién arterial y cardiopatias,
uso de medicamentos en los Ultimos tres dias y
quienes no practicaron ejercicio ni fumaron en las
Gltimas cuatro horas.

Coleccion de los datos y variables. Cada
sujeto fue entrevistado por el médico del area de
selecciéon de donadores, el cual registré la informa-
cién acerca de variables sociodemogriaficas, incluidas
edad y género, asi como las variables de interés del
estudio: estado del tabaquismo (presencia o ausencia
de tabaquismo, nimero de cigarros fumados al diay
anos de duracién del habito tabaquico) y cuenta de
LSP (ndmero x 1,000/mm?). También se registré el
peso (kg), la talla (m) y el indice de masa corporal
(IMC, calculado como kg/m?). El peso y la talla fue-
ron obtenidos con la persona en ropa ligera en una
bascula con estadimetro; se evalué la presién arterial

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 60, Num. |, pp 33-42 ¢ Enero - Marzo, 2013



sistélica y diastélica empleando un baumanémetro
calibrado, con el paciente en posicién sedente, des-
pués de al menos cinco minutos de reposo, con el
brazo izquierdo a la altura del corazén; la presién fue
tomada en dos ocasiones y se calculé el promedio
de ambas mediciones.

Para fines de este estudio, se clasific6 como
variable independiente fija a los grupos formados
por el estado sobre tabaquismo (tabaquismo po-
sitivo = | cigarro/dia por al menos el Ultimo aio
y tabaquismo negativo cuando este habito estuvo
ausente; los donadores de sangre ex fumadores
fueron excluidos del estudio). La cuenta de LSP
en ambos grupos se clasificé como variable alea-
toria dependiente. Para comparar el efecto dosis-
respuesta entre tabaquismo y nimero de LSP el
primero se clasific6 como: 0, si existia ausencia
del habito tabaquico; I, si el nimero de cigarros
fumados/dia fue < 5 durante un afo o mas, o si
tenian menos de cinco afios de duracién del habito
tabaquico de cualquier cantidad de cigarros/dia
fumados, y 2 si el nUmero de cigarros fumados/dia
fue = 5 durante cinco o mas afios.

Los leucocitos de sangre periférica fueron medi-
dos en una muestra de 5 mL de sangre mezclados
con la sal dipotasica del acido etilendiaminotetraa-
cético (K2EDTA) que se tomé de la fosa antecubital
a cada donador durante la mafana después de al
menos ocho horas de ayuno. Se utilizé un mismo
equipo automatizado (Abbott Cell-Dyn 3500 He-
matology Analyzer) adecuadamente calibrado y con
controles diarios de calidad.

Otras variables en el estudio fueron:

IMC en kg/m?. Peso normal: IMC < 25; sobre-
peso: = 25 < 30; obesidad: IMC = 30.

Sedentarismo. Menos de 150 minutos/semana
de ejercicio recreativo programado en el dltimo
aflo o mas.

Presion arterial (en mmHg). TA normal: < 120
para lasistélicay < 80 para la diastdlica; prehiper-
tensién arterial (pre-HTA): 120-139 para la sistdli-
cay 80-89 para la diastdlica. Hipertension arterial:
= |40 para la sistélicay = 90 para la diastdlica.

Vences-Avilés MA y col. Inflamacion subclinica en donadores de sangre

Antecedentes familiares (en el padre, la madre
o ambos) de diabetes mellitus tipo 2 (dm2).

Andlisis estadistico. Se verificé la distribucién
normal de LSP empleando la prueba de Kolmogo-
rov-Smirnov. Se aplicé la prueba t de Student para
la diferencia de medias de LSP en los grupos con
y sin tabaquismo; los fumadores y no fumadores
fueron estratificados por edad y género. Se utilizé
analisis de varianza de un factor para analizar las
medias de LSP en los grupos de tabaquismo O, | y
2. Los resultados son expresados como la media
(DE) y el intervalo de confianza de 95% (IC,,,). Se
consideraron como estadisticamente significativos
los valores de p < 0.05. Los andlisis estadisticos
fueron realizados empleando el paquete SPSS
versién |8 (IBM SPSS software, Chicago, IL, USA).

Resultados

Las medidas sociodemograficas y antropométricas
de los donadores de sangre (2,709 mujeresy 15,601
hombres) se muestran en los cuadros | y Il de acuer-
do con el estado sobre tabaquismo. En mujeres, la
edad fue menor, con una media de 31.1 afos, en
no fumadoras que en fumadoras cuya edad media
fue de 32.7 afos (p = 0.003). En mujeres, no se
encontraron diferencias significativas entre fumado-
ras y no fumadoras respecto a IMC, antecedentes
familiares de diabetes mellitus tipo 2, minutos de
ejercicio ala semanay proporcién de sedentarismo;
las presiones sistdlica y diastolica fueron mayores
en no fumadoras que en fumadoras (p = 0.001) y
la frecuencia cardiaca fue mayor en no fumadoras
que en fumadoras (p = 0.001). Se observa una
diferencia estadisticamente significativa en la media
de LSP entre fumadoras (7,670 células/mm?®) y no
fumadoras (7,300 células/mm?3) (p = 0.001).

En hombres, no se observa diferencia significativa
en fumadores y no fumadores respecto a la edad,
minutos de ejercicio a la semanay proporcién de se-
dentarismo. La presién arterial sistdlica, diastélicay la
frecuencia cardiaca fueron mayores en no fumadores
que en fumadores (p = 0.001). La cuenta media de
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Cuadro |. Medidas sociodemogréficas y antropométricas en donadores de sangre, mujeres.

Fumadoras No fumadoras Todas

(n = 350) (n = 2,359) (n =2,709) p
Edad (afios) 32.7 (10.0) 31.1 (9.1) 31.3 (9.3) 0.003
IMC (kg/m?) 28.3 (4.9) 28.2 (4.9) 28.2 (5.1) 0.61
TAS (mmHg) 116.7 (15.0) 119.9 (15.7) 119.5 (15.7) 0.001
TAD (mmHg) 75.7 (8.4) 774 (9.4) 771 (9.3) 0.001
FC (min) 72.8 (9.4) 77.3 (10.9) 76.8 (10.8) 0.001
AHFDM2 (%) 186 (53.3) 1,297 (55) 1,483 (54.7) 0.8
Ejercicio (min/sem) 445 (93.8) 36.5 (88.8) 37.6 (89.5) 0.12
Sedentarismo (%) 291 (83.2) 2,014 (85.4) 2,305 (85) 0.46
LSP (x1,000/mm?) 7.67 (1.61) 7.30 (1.60) 7.35 (1.61) 0.001

Abreviaturas: IMC = indice de masa corporal. TAS = Presion arterial sistélica. TAD = Presién arterial diastdlica. FC = Frecuencia cardiaca.
AHFDM2 = Antecedentes heredofamiliares de diabetes mellitus tipo 2.

Ejercicio (min/sem) = Minutos de ejercicio programado a la semana. LSP = Leucocitos de sangre periférica.

Los valores se refieren a la media y la desviacion estandar, excepto los antecedentes heredofamiliares de diabetes mellitus tipo 2 y el seden-
tarismo que se refieren al nimero absoluto y al porcentaje.

La comparacién de medias se realizd mediante t de Student para grupos independientes y la comparacion de proporciones mediante la prueba
chi cuadrado.

Cuadro II. Medidas sociodemogréficas y antropométricas en donadores de sangre, hombres.

Fumadores No fumadores Todos

(n=5,091) (n=10,510) (n=15,601) p
Edad (afios) 325 (9.2) 325 (9.1) 325 (9.2) 0.71
IMC (kg/m?) 28.0 (4.4) 28.2 (4.3) 28.1 (4.9) 0.03
TAS (mmHg) 1235 (16.1) 126.6 (16.4) 125.4 (16.4) 0.001
TAD (mmHg) 78.5 (9.6) 80.4 (10.0) 79.8 (9.9) 0.001
FC (min) 69.4 (9.6) 72.3 (10.7) 71.3 (10.4) 0.001
AHFDM2 (%) 1,822 (35.8) 3,489 (33.2) 5,311 (34.0) 0.002
Ejercicio (min/sem) 59.4 (106.6) 57.0 (96.3) 58.7 (103.3) 0.17
Sedentarismo (%) 4,322 (84.9) 8,818 (83.9) 13,140 (84.2) 0.1
LSP(x 1,000/mm3) 7.21 (1.63) 6.73 (1.46) 6.89 (1.53) 0.001

Abreviaturas: IMC = indice de masa corporal. TAS = Presién arterial sistélica. TAD = Presion arterial diastélica. FC = Frecuencia cardiaca.
AHFDM2 = Antecedentes heredofamiliares de diabetes mellitus tipo 2. Ejercicio (min/sem) = Minutos de ejercicio programado a la semana.
LSP = leucocitos de sangre periférica.

Los valores se refieren a la media y la desviacion estandar, excepto los antecedentes heredofamiliares de diabetes mellitus tipo 2 y el seden-
tarismo que se refieren al nimero absoluto y al porcentaje. n: Nimero de sujetos.

La comparacién de medias se realizd mediante t de Student para grupos independientes y la comparacion de proporciones mediante la prueba
chi cuadrado.

LSP fue mayor en fumadores (7,210 células/mm?®) que
en no fumadores (6,730 células/mm?®).

En todos los grupos de edad considerados, la
cuenta media de LSP fue significativamente ma-
yor en fumadores que en no fumadores (cuadro
[1). La proporcién de fumadores en el grupo de
estudio considerando hombres y mujeres juntos

fue cercana a 30% (5,441 fumadores de 18,310)
(cuadro 1ID).

El analisis de la varianza de un factor muestra
que existe un efecto dosis-respuesta respecto a
intensidad del tabaquismo (cigarros/dia fumados
y anos con el habito tabaquico) y la cuenta de
LSP (figuras 1 y 2). Para mujeres (figura 1), la
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media (IC,,,,) de LSP/mm? para los grupos 0, | y
2 fueron, respectivamente, 7.300 (7.240-7.370),
7.610 (7.420-7.790) y 7.950 (7.510-8.390), F =
8.87 (p < 0.001). La prueba post hoc de Bonfe-
rroni evidencia que las diferencias significativas
ocurren entre los grupos 0y | (p = 0.008),0y 2
(p = 0.006) y no se muestra diferencia entre los
grupos | y 2 (p = 0.39). Para hombres (figura 2),
la media e IC,,,, de LSP/mm? para los grupos 0, |
y 2 fueron, respectivamente, 6.730 (6.700-6.760),
7.000 (6.960-7.050) y 7.720 (7.630-7.810), F=
296.2 (p < 0.001). La prueba post hoc de Bon-
ferroni evidencia que las diferencias significativas
ocurren entre los grupos Oy | (p = 0.001),0y 2
(p =0.001)y I'y2(P=0.00l).

Ademas del tabaquismo, otros tres factores
de riesgo tradicionales para enfermedades car-
diovasculares fueron analizados en el presente
estudio (cuadro 1V). Tanto la obesidad como el
sedentarismo Yy la hipertensién arterial contri-
buyen a la elevacién de LSP; la cuenta de LSP
fue mayor en 700 células/mm?® en sujetos obesos
respecto a sujetos con peso normal; los sujetos
sedentarios tienen 320 células/mm? mas respec-
to a los que realizan ejercicio programado =
I 50 minutos/semana (p = 0.001), y las personas
hipertensas muestran un incremento de 450
células/mm? respecto a las normotensas (p =
0.001) (cuadro IV).

Vences-Avilés MA y col. Inflamacion subclinica en donadores de sangre

Discusioén

Este estudio aporta informacién clara sobre que
la cuenta de LSP se eleva con el tabaquismo en
una poblacién sana de donadores de sangre. Los
LSP estuvieron mas elevados en fumadores por
450 células/mm?® a través de los rangos de edad
incluidos hasta la edad de 54 afos; el incremento
de leucocitos fue progresivo a través de los rangos
de edad, hasta la edad de 54 anos, en los sujetos
fumadores; no se observa este incremento pro-
gresivo en sujetos no fumadores en quienes la cifra
tiende a disminuir a través de la edad.

La relacién entre tabaquismo y LSP también ha
sido reportada previamente.'®'”"'8 Smith y colabo-
radores'’ reportan un incremento en |,600 LSP/
mm?® en fumadores hombres respecto a no fuma-
dores ajustado para edad e IMC; para mujeres el
incremento de LSP observado fue de 1,200/mm?3.
Recientemente, Fiz y asociados'® evidencian un
incremento de LSP en fumadores y este aumento
se asocia con la funcién pulmonar evaluada por es-
pirometria; también encuentran que el incremento
de leucocitos en fumadores se conserva a través
de un amplio rango de edades. La cuenta elevada
de LSP juega un papel muy importante en el pro-
ceso que conduce a enfermedad cardiovascular e
incrementa el riesgo de muerte. Ernst y su grupo'?
senalan que el riesgo de infarto agudo del miocar-

Cuadro lll. Cuenta de leucocitos de sangre periférica (x1,000/mm?®) en donadores de sangre de acuerdo con grupos de edad
y estado del tabaquismo.

Edad Fumadores No fumadores Todos

(afios) (n=5,441) (n=12,869) (n=18,310) p
18-24 7.11(1.55) 6.92 (1.54) 6.97 (1.94) 0.001
25-34 7.21(1.59) 6.88 (1.50) 6.97 (1.54) 0.001
35-44 7.39 (1.72) 6.78 (1.50) 6.95 (1.59) 0.001
45-54 7.39 (1.70) 6.67 (1.46) 6.91 (1.58) 0.001
55-65 7.03 (1.56) 6.63 (1.30) 6.76 (1.40) 0.01

Los valores se refieren a la media y la desviacion estandar. La comparacion de las medias de leucocitos de sangre periférica se realizd mediante
la prueba t de Student para grupos independientes.
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Grupo 0: 7.30 (7.24-7.37)
Grupo 1: 7.61 (7.42-7.79)
Grupo 2: 7.95 (7.51-8.39)
F=8.87; p<0.001
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Grupos de acuerdo con el estado del tabaquismo

Grupo 0: Sin tabaquismo actual ni en el pasado.

* Grupo 1: Con tabaquismo de 1-4 cigarros/dia durante un afio 0 mas,
0 menos de cinco afios de duracion del habito tabaquico de cualquier
cantidad de cigarros/dia fumados.

* Grupo 2: Con tabaquismo = 5 cigarros/dia = 5 afios de duracion.

* La gréfica de caja representa la mediana y los cuartiles.

* Los puntos negros representan valores atipicos dentro de cada grupo.

* Los valores en el recuadro se refieren a la media y los intervalos de

confianza de 95% (IC,,,).

Figura. 1. Leucocitos de sangre periférica de acuerdo con
la intensidad del tabaquismo en mujeres.

dio es aproximadamente cuatro veces mayor en
personas con cuenta elevada de LSP, pero dentro
del rango de lo normal, y que tal valor predictivo
es plausible a causa de que los leucocitos contri-
buyen a las propiedades reolégicas de la sangre y
participan en el dafio endotelial agudo y crénico por
la adhesién al endotelio. Ahora existen evidencias
de que la arterioesclerosis, la principal causa de
enfermedad arterial coronaria, es una enfermedad
inflamatoria en la cual los mecanismos inmunes
interactian con los factores de riesgo metabdli-
cos para iniciar, propagar y activar lesiones en el
arbol arterial.?® En un estudio prospectivo de seis
afos de seguimiento de 72,242 mujeres postme-
nopausicas,'® las que se encontraban en el cuartil
superior de LSP (6,700-15,000/mm?) comparado
con las mujeres en el primer cuartil (2,500- 4,700/
mm?) tuvieron el doble de riesgo de enfermedad
cardiovascular; también tuvieron 40% de mas alto

% Grupo 0: 6.73 (6.70-6.76)
E 20 Grupo 1: 7.00 (6.96-7.05)
= . . Grupo 2:7.72 (7.63-7.81)
S : F=296.2; p<0.001,
S 15 : . i
XS] ] ' . ]
RS : H
5
o
2 10 -
2
[
(2]
[}
o
g 0
.‘(;_)‘
(o]
o
>
(]
- 0 ; ; .
0 | 2

Grupos de acuerdo con el estado del tabaquismo

¢ Grupo 0: Sin tabaquismo actual ni en el pasado

* Grupo 1: Con tabaquismo de 1 a 4 cigarros/dia durante un afio o mas,
0 menos de cinco afios de duracion del habito tabaquico de cualquier
cantidad de cigarros/dia fumados.

* Grupo 2: Con tabaquismo = 5 cigarros/dia = 5 afios de duracion.

* La gréfica de caja representa la mediana y los cuartiles.

* Los puntos negros representan valores atipicos dentro de cada grupo.

* Los valores en el recuadro se refieren a la media y los intervalos de
confianza de 95% (IC

95%) :

Figura 2. Leucocitos de sangre periférica de acuerdo con
la intensidad del tabaquismo en hombres.

riesgo para infarto del miocardio no fatal, 46% de
mayor riesgo para enfermedad cerebrovascular y
50% de mayor riesgo de mortalidad total. Con-
cluyen también que una cuenta del LSP mayor
de 6,700/mm? puede detectar individuos de alto
riesgo que no son actualmente identificados por
los factores tradicionales de riesgo cardiovascular.
En un estudio prospectivo de 9.6 afos de segui-
miento a 6,756 residentes japoneses, Tamakoshiy
colaboradores'® encuentran una asociacién gradual
entre la cuenta de LSP y mortalidad por todas las
causas (LSP 9,000-10,000 células/mm? versus LSP
4,000-4,900; RR = 1.61,1C,,, 1.07-2.40), asi como
mortalidad cardiovascular (LSP 9,000- 10,000 célu-
las/mm? versus LSP 4,000-4,900; RR = 1.79, IC_,,
0.97-3.71). Estudios prospectivos también unen
los biomarcadores de inflamacién con el riesgo
de cancer. En uno de estos estudios se analiza si
la cuenta de LSP tiene asociacion independiente
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con la incidencia de cancer en 173,748 mujeres
postmenopausicas de 50-79 afnos de edad;'* encon-
traron una asociacién gradual de la cuenta de LSP
con la incidencia de cancer de mama, colorrectal,
endometrial y pulmonar. Las asociaciones entre LSP
y cancer de mama y endometrial se conservaron
como significativas cuando los analisis se limitaron
a no fumadores con elevacién de LSP. Shankar
y asociados,
riesgo proporcional ajustado para otras variables,
estimaron que el riesgo de mortalidad por cancer
de varios tipos comparando el cuartil 4 de la cuenta
de LSP (= 7,400 células/mm?®) con el cuartil | (<
5,300 células/mm?’) fue 1.73 (IC,,, 1.18-2.55).

En nuestro estudio, la cuenta de LSP fue mayor
en fumadores que en no fumadores en todos los
grupos de edad analizados; las diferencias de medias
de LSP observadas fueron 190, 330, 610, 720 y 400
células/mm?® a favor de fumadores frente a los no
fumadores para los grupos de edad 18-24, 25-34,
35-44, 45-54 y 55-65 anos, respectivamente (cuadro
11). Un patrén similar fue observado en el estudio de
Fiz y colaboradores'® al analizar la cuenta de LSP en
222,841 empleados sanos, fumadores y no fumado-
res, con un incremento medio de 593 células/mm?
en fumadores respecto a no fumadores de un grupo
de edad al siguiente; los grupos de edad en este caso
fueron equiparables a los de nuestro estudio.

Los resultados demuestran también un efecto
de la dosis del tabaquismo sobre la cuenta de
LSP (figuras 1y 2). En el analisis se consideraron
tres grupos fijos de acuerdo con la intensidad del
tabaquismo, las diferencias medias de LSP son
significativas entre los sujetos sin tabaquismo ac-
tual ni en el pasado (grupo 0) versus tabaquismo
actual de 5 o mas cigarros/dia durante cinco o mas
afios, con incrementos en fumadores respecto a
no fumadores de 650 células/mm? en el grupo de
mujeres y 990 células/mm? en hombres. Schwartz
y Weiss?? han reportado un efecto dosis-respuesta
entre tabaquismo y LSP en un grupo de 8,635 su-
jetos en un programa sobre vigilancia de la salud;
concluyen que entre fumadores actuales se observa

en un estudio con un modelo de
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una relacion dosis-respuesta para cigarros/dia y pa-
quetes fumados al afo. En un estudio mas reciente,
Asthana y su grupo,? al estudiar una cohorte de
fumadores activos, reportaron que la intensidad
del tabaquismo, evaluada a través de cigarros/dia,
paquetes/ano, prueba de dependencia a la nicotina
de Fargerstrom y niveles de monéxido de carbono,
esta asociada con el incremento de LSP

El analisis bivariado de nuestros datos tam-
bién muestra que otros factores se asocian a
incrementos en la cuenta de LSP. La obesidad, el
sedentarismo y la hipertensién arterial se asociaron
significativamente a un incremento de LSP (cuadro
IV). Estos tres factores tradicionales de riesgo
cardiovascular y metabdlico se han asociado a un
incremento en los marcadores de inflamacién.?*%8
En otro estudio,” el tiempo de actividad fisica
se asoci6é positivamente con la concentracion de
albimina sérica e inversamente con la concentra-
cién de fibrinégeno y la cuenta de leucocitos. Se
ha supuesto que el ejercicio, a través de la dismi-
nucién de la inflamacién subclinica, contribuye a la

Cuadro IV. Valores medios de leucocitos de sangre periférica
y otros factores tradicionales de riesgo cardiovascular
en donadores de sangre aparentemente sanos.

Estadistico
IMC LSP de prueba p
Normal (n = 4,633) 6.63 (1.51) F=2843  0.001

Sobrepeso (n=8,038)  6.88 (1.51)

Obesidad (n = 5,639) 7.33 (1.57)

Sedentarismo

Presente (n=15,498)  7.01 (1.56) t=10.0 0.001
Ausente (n =2,812) 6.69 (1.48)

Presion arterial

Normal (n = 7,062) 6.85 (1.56) F=60.6 0.001
Pre-HTA (n = 9,446) 6.97 (1.52)

HTA (n= 1,802) 7.3 (1.67)

Abreviaturas: LSP = Leucocitos de sangre periférica. IMC = indice de masa
corporal. Pre-HTA = Prehipertension arterial. HTA = Hipertension arterial.
F: Estadistico de prueba para el analisis de la varianza de un factor. t:
estadistico de la prueba t de Student.

Los valores de leucocitos de sangre periférica (LSP) se refieren a la media
y la desviacion estandar.
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proteccién contra la apariciéon de enfermedades
metabédlicas, cardiovasculares y cancer.?* Por
otra parte, el peso corporal y los cambios que se
suceden en él mediante ejercicio fisico pueden
disminuir favorablemente los marcadores de in-
flamacién.?’?® En nuestra opinién, el incremento
de LSP en el grupo de donadores de sangre con
factores tradicionales de riesgo cardiovascular
puede conducir a alteraciones vasculares difusas
y a procesos arterioesclerdticos progresivos que,
sin duda, contribuyen a la aparicién de problemas
metabdlicos y cardiovasculares en el futuro; el
control adecuado de la inflamacién y las medidas
especificas para cada uno de los factores de ries-
go podran prevenir los problemas derivados de
la inflamacién vascular. Tani y asociados,” en un
estudio reciente de seis meses de seguimiento
a pacientes con enfermedad arterial coronaria,
logran una disminucién significativa de la placa de
12.9% con pravastatina y ejercicio. Este mismo
autor, pero en otro estudio,* logra la regresién de
placas arterioescleréticas y la disminucién simulta-
nea de células inflamatorias mediante terapia con
estatinas. En este estudio, los autores concluyen
que la cuenta de monocitos puede, especialmente,
servir como un marcador simple de regresién de
la placa durante tratamiento con estatinas.

En nuestro estudio no se investigd, mediante
analisis multivariado, la contribucién independiente
de cada uno de los factores tradicionales de riesgo
cardiovascular sobre LSP y otros marcadores de
inflamacién. Evaluamos la cantidad total de LSP
mediante un contador hematolégico automatiza-
do, pero determinaciones mas especificas podrian
realizarse con citometria de flujo para clister de
diferenciacién (CD) e investigar el tipo especifico
de leucocito que se incrementa en cada caso. La
principal fortaleza de nuestro estudio reside en el
gran tamano de la muestra que incluyé donadores
de sangre de un amplio rango de edad, aparente-
mente sanos y de los que se dispuso prospectiva-
mente de informacién confiable acerca de su habito
tabaquico y otro tipo de variables.

Conclusiones

El tabaquismo se asocia a un incremento de LSP
Este incremento permanece significativo a través
de todos los grupos de edad estudiados y en ambos
géneros. Existe un efecto dosis-respuesta entre in-
tensidad del tabaquismo y LSP, Es necesario analizar
las interacciones que pudieran existir entre taba-
quismo Yy otros factores de riesgo cardiovascular
tradicionales debido a que obesidad, hipertension
arterial y sedentarismo también presentaron aso-
ciacién bivariada con la cuenta de LSP.
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Resumen

La interpretacion médica de los resultados clinicos es una
practica fundamental en las decisiones clinicas sobre el paciente
y, para ello, es necesario comparar los resultados obtenidos
frente al intervalo de referencia calculado para la poblacién
del paciente. El objetivo de este estudio fue determinar los
intervalos de referencia de diferentes analitos de quimica clinica
en la poblacién mexicana. Se analizaron 653,467 resultados de
individuos de uno y otro género. Se utilizé el método no para-
métrico de Tukey para la deteccién de valores extremos y se
determinaron los intervalos de referencia a través del método
no paramétrico recomendado por el CLSI en su guia C28-A3.
Se observaron variaciones entre los intervalos de referencia
calculados y los referidos en el inserto de diferentes analitos:
los metabolitos como nitrégeno ureico y urea; las enzimas
como alanina aminotransferasa, gamma glutamil transpeptidasa
y lactato deshidrogenasa; y electrélitos como cloro, fésforo y
magnesio mostraron intervalos con mayor concentracion. Los
intervalos de referencia de las pruebas clinicas analizadas, en
algunos casos, muestran diferencias respecto a los intervalos
sugeridos por el inserto, e incluso pueden diferir de los valores

06470, México, D.F.
Tel: 5140-7600 Exts. 52017, 52009
E-mail: gabriela.olay@carpermor.com.mx

Abstract

The medical interpretation of clinical results is a fundamental
practice in the decision making process respect to patient
management, in this process is necessary to compare the
result against the reference range calculated for the patient
population. The aim of this study was to determine the refer-
ence intervals of different clinical chemistry analytes in the
Mexican population. Results of 653,467 individuals of both
genders were analyzed. We used the nonparametric method of
Tukey for detection of extreme values and reference intervals
determined by the nonparametric method recommended by
the CLSIin C28-A3 guide. Variations were observed between
the calculated reference intervals and those submitted in the
insert of different analytes: metabolites such as urea and blood
urea nitrogen, enzymes as alanine aminotransferase, gamma
glutamyl transpeptidase and lactate dehydrogenase, and
electrolytes as chlorine, phosphorus and magnesium showed
higher concentration intervals. Reference intervals of clinical
trials analyzed, in some cases, show differences with respect
to the ranges suggested by insert, and can even differ from
values suggested by international associations. Therefore, it
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sugeridos por asociaciones internacionales. Por lo anterior, es
recomendable determinar los intervalos de referencia en cada
laboratorio clinico.

Introduccion

Los estudios de la quimica sanguinea son pruebas
de rutina ampliamente solicitadas por el clinico y
proveen informacién presuntiva sobre el estado
fisiologico del organismo, como es la evaluacién
de: 1) el adecuado metabolismo de carbohidratos
mediante la determinacién de glucemia;' 2) el
diagnéstico de dislipidemias al evaluar el perfil de
lipidos (colesterol total, triglicéridos, lipoproteina
de alta densidad [HDL], lipoproteina de baja den-
sidad [LDL] e indice aterogénico);? 3) la funcién
pancreatica a través de la amilasa y lipasa;® 4) la
funcién hepatica con la determinacién de enzimas
como aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (ALP) y
gamma glutamil transpeptidasa (GGT), y metabo-
litos como las bilirrubinas, y ** 5) también permite
evaluar la funcién renal al cuantificar metabolitos
como la creatinina y urea,®’ y el equilibrio agua-
electrélitos mediante la cuantificaciéon de sodio,
potasio y cloro, entre otros.®'°

El intervalo de referencia para la mayor parte de
las pruebas de laboratorio se define por los valores
umbral, entre los cuales caen los resultados de un
porcentaje determinado (generalmente 95%) de
individuos aparentemente sanos.'' Los intervalos de
referencia de los analitos en quimica clinica tradicio-
nalmente se toman de los insertos que acompanan al
reactivo con el que se procesa la prueba; en la mayoria
de los casos estos valores corresponden a una pobla-
cién distinta a aquélla donde se realizaran las pruebas
en un determinado laboratorio con una mezcla étnica
diferente a la correspondiente al inserto.'?

Las variables en los valores de referencia se
pueden clasificar en dos tipos: |) las variables prea-
naliticas que pueden afectar los resultados del es-
tudio, incluyen la edad, la dieta, el género, el ritmo
circadiano, la raza, la postura, los medicamentos,

Olay FG y cols. Intervalos de referencia en quimica clinica

is advisable to determine reference intervals in each clinical
laboratory.

la actividad fisica, el estado socioeconémico, la his-
toria médica y el ayuno y 2) las variables analiticas
establecidas por las diferencias en el procedimiento
de prueba o las diferencias en los criterios de inter-
pretacién. Estos factores exigen el mas alto grado
de estandarizacién de la prueba y evaluacién de
la calidad.'"'® El Instituto de Estandares Clinicos
y Laboratorios (Clinical and Laboratory Standards
Institute o CLSI, por sus siglas en inglés) en su guia
C28-A3, recomienda el método no paramétrico
en un minimo de 120 individuos de referencia
para determinar los intervalos de referencia en la
poblacién en cuestién.'>'* El objetivo de este tra-
bajo fue determinar los intervalos de referencia de
diferentes analitos de quimica clinica en la poblacién
mexicana que acude al Laboratorio Carpermor a
realizar sus estudios.

Material y métodos

Se analizaron 653,467 resultados de quimica clinica
de individuos de uno y otro sexo. Las muestras san-
guineas fueron obtenidas y procesadas durante el
mes de abril de 201 | en el Laboratorio Carpermor.
De acuerdo con la Ley General de Salud, el estudio
no representa un riesgo fisico y de confidencialidad,
por lo que no requirié la firma de consentimiento
de los pacientes. El protocolo fue aprobado por el
Comité de Etica e Investigacién del Laboratorio
Carpermor.

El suero se obtuvo mediante la centrifugacién a
2,500 revoluciones por minuto (rpm) de las mues-
tras de sangre total coagulada y fueron procesadas
por fotometria de reflexién en el instrumento Ar-
chitect C (Abbott Diagnostics) para determinar los
distintos analitos. Se analizaron las concentraciones
de metabolitos como acido Urico, bilirrubina direc-
ta, bilirrubina indirecta, bilirrubina total, creatinina
(CREA), nitrégeno ureico en sangre (BUN), urea
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y la relacion BUN/CREA; también enzimas como
alanina aminotransferasa (ALT), amilasa, aspartato
aminotransferasa (AST), gamma glutamil transpep-
tidasa (GGT), lactato deshidrogenasa (LDH) y las
proteinas totales. Ademas de hierro y electrélitos
como calcio, cloro, fésforo, magnesio, potasio y
sodio.

Es importante senalar que en este trabajo no
se determinaron los limites de referencia para
glucosa y el perfil de lipidos que comprende el
colesterol, las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) y las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
porque consideramos que es importante seguir
las recomendaciones internacionales y nacionales
para estos analitos. La Asociacion Americana de
Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés) recomienda
que el limite de referencia para glucosa deber ser
< 100 mg/dL. Para los limites de referencia de
lipidos se siguieron las indicaciones de la Norma
para la Prevencién, Tratamiento y Control de las
Dislipidemias NOM-037-SSA2-2002.

Métodos estadisticos. 1) Deteccion de valores
extremos. La deteccién de valores extremos en cada
uno de los subgrupos se realizé usando el método
no paramétrico de Tukey. El método consistié en
calcular los cuartiles inferior (Q,, percentil 25%) y
superior (Q,, percentil 75%) del conjunto de datos,
asi como el rango intercuartil (RIC), obtenido de la
sustraccion, Q,-Q,. A continuacion, se calcularon
los limites superior e inferior de acuerdo con las
siguientes féormulas:

Limite inferior = Q, — 1.5 x RIC
Limite superior = Q2 + 1.5xRIC

Cualquier dato ubicado fuera de cualquiera de
los limites se consideré como un valor extremo y
no se consideré para la determinaciéon de los inter-
valos de referencia. Este procedimiento se repitié
en cada conjunto de datos hasta anular todos los
valores extremos.

2) Determinacion de intervalos de referencia. La
determinacién de los intervalos de referencia para

cada subgrupo de datos se realizé haciendo uso del
método no paramétrico recomendado por el CLSI
en su guia C28-A3. El método consiste en ordenar
el nimero n de observaciones del conjunto de da-
tos por magnitud en orden descendente. Luego, se
determinan las observaciones que corresponden a
los limites de referencia inferior (percentil 2.5%) y
superior (percentil 97.5%) a través de las siguientes
expresiones:

Limite de referencia inferior (r,) = 0.025x (n + I)
Limite de referencia superior (r,) = 0.975x(n + I)

Como los valores obtenidos de r, y r, general-
mente no son nimeros enteros, los limites se de-
terminaron por interpolacién entre los datos corres-
pondientes a los rangos en cada uno de los limites.

3) Particion de los intervalos de referencia. La
particién de los intervalos de referencia se deter-
miné de acuerdo con el sistema de intervalos de
referencia utilizado en el laboratorio Carpermor
(cuadros I, 1l y Il en columna de intervalos del
inserto), por lo tanto, se omitié determinar si hay
diferencia significativas entre cada particién.

Resultados

Metabolitos analizados. Los intervalos de refe-
rencia obtenidos para algunos metabolitos evalua-
dos en quimica clinica se presentan en el cuadro I.
Los resultados del acido Urico muestran intervalos
ligeramente diferentes entre los géneros, donde el
intervalo para los hombres se encuentra desplazado
hacia la derecha a valores de mayor concentracién
sanguinea; ademas, los intervalos tienen un rango
mayor hacia ambos limites respecto a sus pares
referidos en el inserto. Respecto a la bilirrubina
directa, indirecta y total, los limites de referencia
obtenidos son iguales entre los géneros y son si-
milares a los intervalos del inserto.

Para la creatinina se obtuvieron intervalos de
referencia similares para ambos géneros y para sus
pares de referencia actuales, con una diferencia
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Cuadro 1. Intervalos de referencia calculados para algunos analitos productos del metabolismo analizados en suero.

Edad Intervalo Intervalo
Geénero (afios) n calculado del inserto
Acido drico (mg/dL)
Muijeres Todas 19,568 24 -716 26 -6.0
Hombres Todas 14,881 3.24 -92 35-72
Bilirrubina directa (mg/dL)
Mujeres Todas 24,948 0.12 - 0.42 0-05
Hombres Todas 24,948 0.12 - 0.42 0-05
Bilirrubina indirecta (mg/dL)
Mujeres Todas 24,742 0.09 - 0.65 02-0.7
Hombres Todas 24,742 0.09 - 0.65 02-0.7
Bilirrubina total (mg/dL)
Mujeres Todas 25,663 0.22 - 1.04 02-12
Hombres Todas 25,663 022 - 1.04 02-1.2
Creatinina (mg/dL)
Mujeres Todas 19,067 0.59 - 1.04 06 - 1.1
Hombres Todas 13,681 0.77 - 1.32 07-13
Nitrégeno ureico (mg/dL)
Mujeres 0-49 7,817 5-19 7.0 - 18.7
>49 6,267 8- 24 9.8 - 20.1
Hombres 0-49 5,284 8- 21 8.9 - 20.6
>49 4,641 9- 27 8.4 - 257
Urea (mg/dL)
Mujeres 0-50 11,180 12.8 - 41 14.9 - 40.0
> 50 8,140 17.1 - 56 20.9 - 43.0
Hombres 0-50 7,959 15 - 43 19.0 - 44.0
>50 6,017 19 - 58 17.9 - 54.9
Relacion BUN/CREA
Mujeres Todas 14,029 8.05 - 26 10 - 20
Hombres Todas 10,048 8.13 - 22.77 10 - 20

Abreviaturas: BUN = Nitrogeno ureico en sangre; CREA = Creatinina.

< 0.7 unidades en cada uno de los limites. Los
intervalos de referencia calculados del nitrégeno
ureico en el género femenino son mas amplios
que lo intervalos usados actualmente, sobre todo
en la particién de mujeres > 49 anos. En el caso
del género masculino, el intervalo calculado para
la particiéon de 0-49 afos, es mas amplio que el
intervalo del inserto, mientras que en la particién
de hombres > 49 afos se recorre a la derecha.
Para la urea se obtuvieron intervalos mas
amplios entre los géneros y edades en com-

paracién con los intervalos de referencia, con
una diferencia mayor en la particién del género
femenino > 50 anos (17.1-56 mg/dL) versus el
intervalo del inserto (20.9-43 mg/dL). En el caso
del género masculino de 0-50 anos, el intervalo
se encuentra desplazado a la izquierda; mientras
que en la particién > 50 afos, el intervalo se
encuentra desplazado a la derecha del intervalo
del inserto. Finalmente, la relacién BUN/CREA
calculada dio como resultado intervalos mas
amplios respecto a los usados actualmente en
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Cuadro Il. Intervalos de referencia calculados para algunas enzimas analizadas en suero.

Edad Intervalo Intervalo
Género (afios) n calculado del inserto
ALT (U/L)
Muijeres Todas 13,831 7-36 5-34
Hombres Todas 9,655 9 - 47 5-34
AST (U/L)
Mujeres Todas 25,807 12 - 35 5-34
Hombres Todas 25,807 12 - 35 5-34
Amilasa (U/L)
Muijeres Todas 116 32.8 - 124.4 25 - 125
Hombres Todas 116 328 - 124.4 25 - 125
GGT (UL)
Mujeres Todas 12,834 10 - 50 9-36
Hombres Todas 9,561 13 - 82 12 - 64
Lactato deshidrogenasa (U/L)
Mujeres 0-5 157 147.2 - 397 145 - 395
6-10 126 185.4 - 263 145 - 300
11-15 264 135.5 - 237.3 120 - 235
16-20 515 124 - 222 105 - 235
>20 13,939 128 - 249 125 - 243
Hombres 0-5 167 166 - 404.2 165 - 420
6-10 166 1874 - 316.4 155 - 345
11-15 248 150 - 282.1 145 - 300
16-20 370 133 - 232 105 - 235
>20 7,747 139 - 205 125 - 243
Proteinas totales (g/dL)
Mujeres 0-3 132 6.1 - 82 36-75
4-18 879 64 - 82 6-8
>18 14,340 6.2 - 8.1 6.4 - 83
Hombres 0-3 132 59-75 36-75
4-18 722 6.6 - 8.2 6-8
>18 9,914 6.5 - 8.1 6.4 - 83

Abreviaturas: ALT = Alanina aminotransferasa; AST = Aspartato aminotransferasa; GGT = Gamma glutamil transpeptidasa.

ambos géneros con una diferencia mayor en los
valores de los pacientes femeninos.

Analitos enzimaticos y proteinas. Los in-
tervalos de referencia obtenidos para proteinas y
enzimas evaluadas en quimica clinica se presentan
en el cuadro Il. Los intervalos calculados para la
enzima ALT se encuentran desplazados hacia la
derecha en ambos géneros en comparacién con

los intervalos utilizados actualmente, en mujeres
se desplaza 2 U/L, pero en hombres hay mayor
diferencia con un intervalo calculado de 9-47 U/L
versus 5-34 U/L del intervalo del inserto. Los valores
determinados para la AST son iguales entre los gé-
neros, pero en comparaciéon con los intervalos del
inserto, los intervalos calculados son estrechos por
el desplazamiento a la derecha del extremo inferior.
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Cuadro lIl. Intervalos de referencia calculados para algunos iones metélicos y electrélitos analizados en suero.

Edad Intervalo Intervalo
Género (afios) n calculado del inserto
Calcio (mg/dL)
Muijeres 0-12 394 9.2 -10.9 76-10.8
>12 14,827 8.7 -10.2 84 -10.2
Hombres 0-12 417 9.2 -10.7 76-10.8
>12 10,806 8.7 -10.3 84 -10.3
Cloro (mmol/L)
Muijeres Todas 24,628 102 - 112 98 - 107
Hombres Todas 24,628 102 - 112 98 - 107
Sodio (mg/dL)
Mujeres Todas 25,676 136 - 145 136 - 145
Hombres Todas 25,676 136 - 145 136 - 145
Potasio (mmol/L)
Mujeres Todas 26,121 3.7-52 3.5-5.1
Hombres Todas 26,121 3.7-52 3.5 -5.1
Fésforo (mg/dL)
Mujeres Todas 226 23-6 23 -47
Hombres Todas 226 23 -6 23 -47
Magnesio (mg/dL)
Mujeres Todas 146 2.07 - 3.33 19-25
Hombres Todas 146 2.07 - 3.33 19-25
Hierro (ug/dL)
Mujeres Todas 15,583 10 - 150 21 - 156
Hombres Todas 11,016 15 - 167 31 -144

La amilasa mostré intervalos mas estrechos
respecto de los valores del inserto, principalmente
por el desplazamiento a la derecha de los limites
inferiores en el caso de los dos géneros. En los
intervalos calculados para la enzima GGT se de-
terminé una amplitud mayor en ambos géneros en
comparacién del inserto, y esta diferencia ocurre
debido al desplazamiento del extremo superior
hacia la derecha de los valores del inserto. En el
género femenino el intervalo calculado alcanza las
50 U/L versus 36 U/L establecidas en elintervalo de
comparacién, mientras los hombres presentan un
extremo superior de 82 U/L versus 64 U/L.

En el caso de la enzima lactato deshidrogenasa,
los intervalos de referencia obtenidos difieren en la
mayoria de las particiones establecidas para ambos

géneros. En pacientes de 0-5 anos, el limite supe-
rior calculado para los hombres es menor que el de
comparacion (404.2 y 420 U/L, respectivamente).
En los pacientes entre 6 y 10 afios, los intervalos
para ambos géneros son mas estrechos en los dos
extremos Versus los intervalos de comparacién
(—~34.6 U/L). Mientras que los pacientes mascu-
linos > 20 anos, presentan un intervalo estrecho
(139-205 U/L) versus el intervalo de comparacién
(125-243 U/L).

Por otro ‘lado, las concentraciones séricas de
proteinas totales mostraron intervalos calculados
muy similares entre géneros y entre los grupos de
edad. Los intervalos calculados son estrechos por
el desplazamiento del limite inferior hacia la de-
recha del valor de los intervalos del inserto en los
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individuos entre 0 y 3 afios de ambos géneros, en
muijeres el intervalo de 6.1-8.2 g/dL versus 3.6-7.5 g/
dL referido en el inserto; mientras que en hombres
el intervalo de 5.9-7.5 g/dL versus 3.6-7.5 g/dL.

lones analizados. Los intervalos de referencia
obtenidos para algunos iones metalicos y electré-
litos evaluados en quimica clinica se presentan en
el cuadro Ill. Los intervalos obtenidos para calcio
son similares a pesar del género y la edad. Cuando
son comparados con los intervalos de referencia
actuales, los individuos con un rango de edad de
0-12 anos en ambos géneros difieren en el limi-
te inferior con un desplazamiento a la derecha;
mientras tanto, para el grupo mayor de |2 anos
las diferencias son minimas.

Los intervalos calculados para el cloro son iguales
entre los géneros, pero se recorren ~4.5 mmoles/L
hacia la derecha de los intervalos del inserto. Los
resultados obtenidos para sodio y potasio, no pre-
sentan variaciones importantes de los intervalos de
comparacion. El fésforo muestra un intervalo de re-
ferencia mas amplio, el valor superior se encuentra
desplazado a la derecha del valor del intervalo de
comparacion. Respecto al magnesio, los intervalos
calculados entre géneros son iguales, igual ocurre
entre los géneros en los intervalos actuales. Sin
embargo, los intervalos calculados de magnesio
tienen valores mas altos en el limite superior debido
a que el rango calculado esta desplazado hacia la
derecha ~ | mg/dL. Finalmente, los intervalos cal-
culados para el hierro difieren entre géneros, con
mayor concentracién en hombres. El intervalo de
mujeres esta desplazado ~8.5 ug/dL a laizquierda
del intervalo del inserto; mientras que en el género
masculino, el intervalo calculado es mas amplio en
los dos extremos de 15-167 ug/dL versus 31-144
ug/dL del intervalo de comparacién.

Discusion

La identificacién de los valores de referencia en
cada poblacién es responsabilidad del laboratorio
clinico local mediante el procedimiento recomen-

dado por la Federacién Internacional de Quimica
Clinica y Laboratorio Clinico (IFCC, International
Federation of Clinical Chemistry), esto permite
homogenizar los criterios para la obtencién de
intervalos de referencia en los distintos paises, y
facilita el andlisis de la variabilidad biolégica entre
las diferentes razas.'>'¢ Por lo anterior, los valores
conocidos tradicionalmente como normales estan
sujetos indudablemente a la variabilidad biolégica
individual y colectiva,'” debido a ello es necesario
incluir los factores de variabilidad dentro de su de-
finicion. Por consecuencia, es necesario determinar
la magnitud de los valores en cada poblacién, asi
como en la particién de la misma (género, edad,
etcétera).

Los resultados de este estudio mostraron varia-
ciones entre los intervalos de referencia calculados
para la poblacién evaluada de manera cotidianay los
intervalos proporcionados en el inserto, los cuales
corresponden a poblaciones raciales distintas. Las
variaciones en los intervalos mas notables fueron
para metabolitos como el BUN, la urea y la rela-
cién BUN/CREA; la poblacién analizada mostré
intervalos desplazados, principalmente a valores
mas altos. Algunas enzimas también presentaron
intervalos desplazados a la derecha como la ALT,
GGT y LDH, al igual que las proteinas totales en
edades tempranas. La tendencia de los valores de
las enzimas hepaticas probablemente es conse-
cuencia del alto consumo de alcohol dentro de la
poblacién mexicana.'® Los electrélitos como cloro,
fosforo y magnesio, tienen valores mas altos en
ambos géneros, probablemente por el sedenta-
rismo de la poblacién analizada.'” Mientras que
los valores calculados para hierro muestran una
tendencia hacia concentraciones menores, quiza
debido a la deficiencia de hierro descrita en mujeres
mexicanas.®

Los intervalos obtenidos en un laboratorio
clinico difieren de los intervalos sugeridos por las
casas comerciales, incluso pueden diferir de los
valores sugeridos por normas oficiales mexicanas.?'
En nuestro estudio, los datos se obtuvieron de
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pacientes sin un control estricto de las variables
preanaliticas; por lo tanto, el estudio es susceptible
a algunas variables como la dieta, los medicamen-
tos, la actividad fisica, el estado socioeconémico, los
ritmos circanuales y la historia médica.'":'* En con-
traste, las variables analiticas (particularmente en
el procedimiento de la prueba) fueron depuradas
mediante un control estricto del procedimiento,
segln los estandares de calidad de la institucion.
Sin embargo, los errores analiticos son comunes
y abarcan situaciones de lo mas simples hasta lo
complejo con capacidad de influir en los resultados
de la prueba.?

Dentro del procedimiento para la obtencién de
intervalos de referencia, es necesario obtener las
distintas fracciones de una muestra (plasma, suero
y células sanguineas) en plazos que prevenga el
deterioro de la calidad de la muestra y la impor-
tancia de utilizar sueros claros no lipémicos, ya que
esta condicién interfiere en multiples pruebas de
laboratorio.?® En investigaciones posteriores, es
conveniente realizar la determinacién de intervalos
de referencias para otros grupos de particién, que
incluyan condiciones como embarazo, lactancia, %
e incluso en pacientes diagnosticados con alguna
enfermedad en sus diferentes estadios. Adicional-
mente, el andlisis de los intervalos de referencia en
distintas épocas del afio podria aclarar las fluctua-
ciones circadianas de las concentraciones de los
diferentes analitos. Previo a la toma de decisién
en el diagnéstico o monitoreo del paciente, es
necesario determinar los valores de referencia de
la poblacién para una interpretacién mas confiable
y que la practica clinica de este tipo de pruebas
depure en lo posible los errores postanaliticos que
pueden trascender en la salud y la vida del paciente.

Conclusiones

Los intervalos de referencia de las pruebas clinicas
analizadas, en algunos casos, muestran diferencias
respecto a los intervalos sugeridos por el inserto,
e incluso pueden diferir de los valores sugeridos

Olay FG y cols. Intervalos de referencia en quimica clinica

por asociaciones internacionales. Es recomendable
determinar los intervalos de referencia en cada
laboratorio clinico mediante el procedimiento
cotidiano utilizado.
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Resumen

El cancer de tiroides constituye la neoplasia endocrinolégica
mas frecuente. La tiroglobulina humana es el principal marca-
dor de recidiva del cancer diferenciado de tiroides. La premisa
anterior es valida siempre y cuando no existan autoanticuerpos
antitiroglobulina (TgAb) que puedan interferir en su medicién,
siendo éste el principal problema analitico que compromete la
utilidad de la tiroglobulina como marcador tumoral y que limita
su utilidad clinica. Fueron estudiados 100 pacientes atendidos en
las consultas de tiroides del Instituto Nacional de Oncologiay Ra-
diobiologia de Cuba a quienes se les practicé tiroidectomia total
por presentar cancer diferenciado de tiroides. Fueron incluidos
en el estudio 83 mujeres y 14 hombres (edad media de 45.1 +
I'1.2 afnos). Se les determinaron los niveles de tiroglobulina y
de autoanticuerpos antitiroglobulina en suero, empleando para
ello dos métodos inmunométricos; un método inmunorradio-
métrico y un radioinmunoensayo, respectivamente. Se estudié
lainterferencia que ejercen los autoanticuerpos tiroglobulina en
la cuantificacién de tiroglobulina en los pacientes operados de
carcinoma diferenciado del tiroides. El test de recobrado no
brinda informacién confiable de la interferencia de los autoanti-
cuerpos antitiroglobulina en la determinacién de tiroglobulina.
A todas las muestras de sangre enviadas al laboratorio para la

Cale 29y F Plaza, CP 10400,
LaHabana, Cuba.
E-mail: belkys@inor.sld.cu

Abstract

The thyroid cancer constitutes the endocrinology neoplasia
the most frequency. The human thyroglobulin is the main
tumor marker during the postoperative follow-up of patients
presenting with thyroid differentiated cancer. The previous
premise is valid if don’t exist thyroglobulin antibodies that
can interfere in its quantification, being this the analytic main
problem that involve the utility of the thyroglobulin like tumor
marker and that it limits its clinical utility. One hundred patients
were studied assisted in the thyroid surgery of the National
Institute of Oncology and Radiobiology to who you practiced
total thyroidectomy to present differentiated cancer of thyroid.
83 women and 14 men were included in this study (half age of
45.1 £ 11.2 years). They were assessment the thyroglobulin
levels and of thyroglobulin antibodies in serum, using for it
two different methods immunometrics; Immunoradiometric
method and radioimmunoassay respectively. We studied the
interference that provokes the thyroglobulin antibodies in
the quantification of thyroglobulin during the postoperative
follow-up of patients presenting with thyroid differentiated
cancer. The recovery test does not provide reliable informa-
tion of the interference of antithyroglobulin autoantibodies in
the determination of thyroglobulin.
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determinacién de tiroglobulina, también se les debe realizar
la cuantificacién de la interferencia de autoanticuerpos antiti-
roglobulina. Con los resultados obtenidos se debe establecer
un protocolo para el seguimiento de los pacientes operados
de carcinoma diferenciado de tiroides.

Introduccion

| cancer de tiroides constituye la neoplasia

endocrinolégica mas frecuente. El tratamiento
del carcinoma diferenciado del tiroides se basa en la
tiroidectomia total, seguida de terapia ablativa con
radioyodo. En el seguimiento se utilizan el control
de imagenes, la exploracién sistémica y la medicién
de la tiroglobulina sérica.

La tiroglobulina humana (Tg) es una glico-
proteina sintetizada exclusivamente por las
células foliculares tiroideas y constituye 75% del
contenido proteico de la glandula tiroides.' Es la
precursora para la sintesis de las hormonas tiroi-
deas. El gen que codifica para esta proteina se
encuentra en el cromosoma 8 y esta constituido
por mas de 300 kb y 48 axones que codifican una
proteina de 660 kDa. La sintesis tiroglobulina y
de las hormonas tiroideas es estimulada a través
de la activacién del receptor de la hormona es-
timulante del tiroides.?

La medicién de tiroglobulina (Tg) constituye
el principal marcador de recidiva del cancer dife-
renciado de tiroides (CDT), siendo mas sensible
que los métodos imagenolégicos, especialmente
cuando se determina de forma estimulada, es decir,
cuando los niveles plasmaticos de tirotropina (TSH)
son elevados o a través del uso de TSH recombi-
nante humana. La determinacién de valores de
tiroglobulina (Tg) muy bajos o indetectables indica
ausencia de recidiva tumoral.3

La interferencia que provocan los autoanticuer-
pos antitiroglobulina (TgAb) sobre la cuantificacién
de Tg sérica ha sido reconocida por mas de 30
anos.** Si consideramos que la prevalencia de estos
autoanticuerpos en el CDT es mayor (= 20%) que

For all blood samples sent to the laboratory for determination
of thyroglobulin, they should also perform quantization of an-
tithyroglobulin autoantibodies interference. With the results, a
protocol should be established for monitoring patients oper-
ated for differentiated thyroid carcinoma.

la encontrada en la poblacién general (= 10%),5'°
esta problematica cobra mayor importancia. Ac-
tualmente, ninglin método de Tg esta libre de esta
interferencia cuando se emplean sueros positivos
de TgAb, aunque algunos resultan ser mas resisten-
tes que otros al analizar la correspondencia entre
los valores de Tg sérica y el estado clinico de los
pacientes.’

Los TgAb pueden interferir en la metodologia
de cuantificaciéon de Tg, ya sea subestimando el
valor de Tgy dando como resultados valores falsos
negativos en el caso de los métodos inmunorra-
diométricos (IRMA) o sobreestimando este valor
y dando resultados falsos positivos en el caso de
los radioinmunoensayos (RIA). ¢

El valor del test de recobrado para excluir
la interferencia por estos autoanticuerpos ha
sido ampliamente cuestionado. Actualmente, se
reconoce internacionalmente que el ensayo de
recobrado no es un procedimiento confiable para
detectar la interferencia por TgAb, siendo éste el
principal problema que limita la utilidad clinica de
ese marcador.”8!"12

Cuando los TgAb estan presentes, las moléculas
de Tg circulan en dos formas, en estado libre y
formando inmunocomplejos. La medicién exacta
de la fraccion total es el mejor estimado de la se-
crecién de Tg por el tumor en pacientes positivos
de TgAb; sin embargo, modificaciones en la con-
centracion de Tg, no sélo reflejaran cambios en la
masa tumoral, sino también cambios en la afinidad
de los TgAb y en la eliminacién metabdlica de los
inmunocomplejos Tg-TgAb circulantes. Desafor-
tunadamente la mayoria de los métodos actuales
no miden los niveles totales de Tg en presencia de
estos anticuerpos.

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 60, Num. |, pp 52-56 ¢ Enero - Marzo, 2013



Belkys S y cols. Autoanticuerpos antitiroglobulina en carcinoma diferenciado de tiroides

Se ha descrito que la concentracién de los TgAb
tiende a desaparecer luego de la eliminacién de
todo tejido tiroideo, lo que implicaria el cese del
estimulo antigénico, tanto del tejido tiroideo nor-
mal como del neoplasico. Basado en este plantea-
miento, algunos autores han sugerido que los TgAb
podrian ser utilizados como marcadores indirectos
de recidiva tumoral en los pacientes tratados por
CDT positivos de TgAb e indicar persistencia o
recurrencia de la enfermedad.® '3

Los objetivos del presente trabajo son dos: el
primero es conocer la interferencia de los TgAb
en la determinacién sérica de Tg en el seguimiento
de los pacientes tratados por CDT, y el segundo
es analizar los resultados desde el punto de vista
practico que brinda el test de recobrado en la
determinacién de Tg.

Material y métodos

Fueron estudiados 100 enfermos atendidos en
las consultas de tiroides del Instituto Nacional de
Oncologia y Radiobiologia (INOR), a quienes se les
practicé tiroidectomia total por presentar cancer
diferenciado de tiroides (CDT). Los pacientes
incluidos en el estudio fueron 83 mujeres y 14
hombres, con edad media de 45.1 = 11.2 afos.
A estos sujetos después de un tratamiento inicial
por tiroidectomia y posteriormente tratados con
yodo radioactivo, se les determinaron los niveles
de Tgy se les realizé el test de interferencia para
detectar la presencia o no de TgAb. Por otro lado,
también se les aplicé la determinacién de TgAb en
suero, empleando para ello dos procedimientos
inmunométricos; un método IRMA y un RIA, res-
pectivamente.

Determinacioén de tiroglobulina (Tg) séri-
ca: La determinacién de Tg en suero fue realizada
después de suspendido por tres semanas el trata-
miento sorpresivo con levotiroxina L-T4, es decir,
en condicién estimuladora, utilizando el siguiente
método: hTg [1251] IRMAKIT. La sensibilidad anali-
tica del método es de 0.022 ng/mL y la sensibilidad

funcional es 0.1 ng/mL. Cualquier valor de Tg <
0.1 ng/mL (sensibilidad funcional del método) fue
considerado como negativo.

Test de recobrado: Los valores de recobrado
entre 70y 130% son considerados sin interferencia
de TgAb. Los resultados menores de 70% o ma-
yores de 130% presentan interferencia.

Determinacién de autoanticuerpos an-
titiroglobulina (TgAb): La determinacién de
TgAb fue realizada utilizando el siguiente método:
Anti-hTg [1251] RIA KIT. La sensibilidad funcional
es de 30 Ul/mL y el valor de referencia para una
poblacién normal es < 100 Ul/mL. Cualquier valor
de TgAb > 30 Ul/mL (sensibilidad funcional del
método) fue considerado como positivo.

Los resultados se presentan en forma de por-
centajes. Se utilizé el programa de Microsoft Excel
para el procesamiento estadistico de los datos.

Resultados y discusién

Interferencia de TgAb en la determinacion
de Tg en suero. La interferencia que provocan
los TgAb sobre la cuantificacién de Tg sérica rea-
lizada tanto por la metodologia IRMA como RIA,
ha sido reconocida por mas de 30 afos.'®'> Esta
interferencia constituye el principal problema que
compromete la utilidad clinica de la determinacién
de Tg.'° Los resultados que reportan los IRMA de
Tg sérica frecuentemente no son detectables en
pacientes positivos a TgAb con CDT.®

En este estudio, 29% de los enfermos con
valores no detectables de Tg (tomando como
referencia la sensibilidad funcional del método
< 0.1 ng/mL) presentaron valores detectables de
TgAb (> 30 Ul/mL). La interferencia de los TgAb
es muy comun, pero no siempre a elevados titulos
del anticuerpo, como se registra también en este
estudio. Sin embargo, cualquier TgAb presente
en la muestra tiene el potencial de interferir en la
determinacién de Tg, lo que resulta en un valor
falso negativo.” Los pacientes con tiroidectomia
total y tratamiento de ablacién completa del teji-
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do tiroideo, con la consecuente eliminacién de la
produccién de Tg, no deberian presentar valores
detectables de TgAb. La persistencia de estos TgAb
por largo tiempo después del tratamiento, podria
indicar la presencia de tejido productor de Tg, en
este caso con altos probabilidades de metastasis.

Por otra parte, los pacientes libres de la enfer-
medad tienden a no producir TgAb, por lo que se
considera que la utilidad clinica de los TgAb en estos
enfermos con CDT es doble.” En primer lugar, la
busqueda de TgAb en estos pacientes con cancer
es necesaria, porque incluso bajas concentraciones
de anticuerpos pueden interferir con las mediciones
de Tg realizadas por la mayoria de los métodos,
subvalorando o sobreestimando su valor segun el
método. En segundo lugar, las determinaciones de
TgAb en si pueden servir como marcador tumoral
sustitutos para los pacientes TgAb positivos en los
que no se puede confiar en la determinacion de
Tg, siempre y cuando se utilice el mismo ensayo
para su determinacién. La poblacién de TgAb es
heterogénea, lo cual repercute en el hecho de
que los diferentes métodos difieren en cuanto a
sensibilidad y especificidad, favorecido por el uso
indistinto de éstos.>'®

Los métodos IRMA no competitivos parecen ser
mas susceptibles a la interferencia producida por
TgAb que los métodos RIA.'*!” Aparentemente, en
algunos casos los IRMA no pueden cuantificar la Tg
acomplejada con los TgAb y ésta pudiera ser unade
las causas de la subestimacién de la concentracién
de Tg total analizada con estos métodos.

Los estudios de recobrado con Tg humana
exdgena han demostrado que la subestimacién es
siempre caracteristica de los métodos inmunorra-
diométricos (IRMA), en los cuales las moléculas
de Tg sérica endégena acomplejadas con los TgAb
enddgenos estan impedidas de participar completa-
mente en la reaccién no competitiva «sandwich»:
anticuerpo, sefal-antigeno-anticuerpo, captura. *'¢
Por esta razén, los resultados que reportan los
IRMA de Tg sérica son frecuentemente no detec-
tables en pacientes con CDT y bocio téxico difuso,

ambos positivos a TgAb.'? En esta situacién, los ni-
veles de Tg sérica resultan inapropiadamente bajos
(falso negativo) en pacientes positivos a TgAb que
presenten persistencia o recidiva del CDT. La vul-
nerabilidad de un IRMA de Tg a lainterferencia por
TgAb es dependiente del método e impredecible,
pues ésta guarda relacién con las caracteristicas de
los TgAb endégenos y la relacién entre la Tg libre
y la acomplejada con los TgAb circulantes.'®

Valor del test de recobrado en la determi-
nacion de Tg. En este estudio del laboratorio se
encontré que 34% de los pacientes con interferen-
cia por TgAb, no presentaron valores detectables
de TgAb, es decir, valores por encima de la sensi-
bilidad funcional del método (TgAb > 30 UlmL);
mientras que 3% de los sujetos sin interferencia por
TgAb presentaron valores detectables de TgAb.
Estos casos constituyen falsos negativos ante TgAb
que escapan al tratamiento de una posible recidiva
de la enfermedad.’ Esto pudiera ser explicado por
el uso de diferentes isoformas inmunorreactivas en
la preparacién de los test y a la heterogeneidad que
presentan las moléculas de TgAb.!” Debido a que
los TgAb son heterogéneos, ni la medicién de la
concentracién de estos anticuerpos ni un ensayo de
recuperacién con Tgh exégeno permiten predecir
si los TgAb causaran interferencias.'®'*?° Estudios
similares acerca de los ensayos de recuperacién de
Tg son del criterio de que este test no es un método
confiable para la determinacién de Tg.

Conclusiones

El test de recobrado no brinda informacién con-
fiable de la interferencia de los TgAb en la deter-
minacién de Tg .

A todas las muestras de sangre enviadas al
laboratorio para la determinacién de tiroglobuli-
na, también se les debe realizar la cuantificacién
de la interferencia de TgAb. Con los resultados
obtenidos se debe establecer un protocolo para
el seguimiento de los pacientes operados de car-
cinoma diferenciado de tiroides.
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Resumen

La leptospirosis es una zoonosis con una amplia distribucion
mundial que se presenta principalmente en zonas tropicales,
subtropicales y templadas. Es considerada un problema de
salud publica mundial reemergente, debido a su incremento
tanto en paises en desarrollo como desarrollados. Anualmente
se reportan mas de 500,000 casos severos y mortalidad supe-
rior a 10%. El género Leptospira comprende especies saprofi-
tas como patdgenas. Estas Ultimas aisladas de un amplio rango
de animales que sirven como reservorios. El diagnostico de
laboratorio es complejo y no se encuentra siempre disponible.
Por otro lado, la seleccidn correcta de las muestras clinicas,
las pruebas y la correcta interpretacion de éstas, es un para-
metro importante para darle al paciente una mejor atencion.
Leptospira puede ser detectada a través de su aislamiento o
por medio de su demostracion por campo oscuro, impreg-
nacién argéntica e inmunodeteccion: inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia, o bien, por amplificacién de fragmentos
especificos de ADN y por determinacién de anticuerpos en
contra de la bacteria (evidencia indirecta).

Introduccion

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa
reemergente ocasionada por bacterias pato-
genas pertenecientes al género Leptospira, que
afecta a humanos y animales tanto domésticos
como silvestres y es causante de mdltiples brotes
en diferentes paises (Nicaragua, El Salvador, Brasil,
India, entre otros).}? Se caracteriza por afectar

Abstract

Leptospirosis is a zoonotic disease with a worldwide distribu-
tion, and occurs in tropical, subtropical and temperate zones.
Considered to be the most geographically widespred zoono-
sis. Leptospirosis has been recognized as an emerging global
public health problem because of its increasing incidence in
both developing a developed countries. More than 500,000
cases of severe leptospirosis are reported each year, with
fatality rates exceeding 10%. The genus Leptospira comprises
saprophytic and pathogenic species, isolated from wide range
of animal reservoir species. Laboratory diagnosis is complex
and not widely available, Selection of the right specimens,
tests and correct interpretation of test results are important
parameters to provide better patient care. The Leptospira is
detected by isolation of organism or demonstration by dark
field, silver impregnation and immunodetection; microagglu-
tination and immunofluorescence or amplification of specific
fragment of Leptospiral DNA and indirect evidences by de-
tection of antibodies to leptospires.

a grupos de riesgo con exposicién ocupacional
0 recreativa. La transmision puede ser directa o
indirecta de los animales al humano. Es considerada
una zoonosisy un problema de salud publica, con
amplia distribucién mundial, afectando tanto paises
en desarrollo como desarrollados que cuentan con
caracteristicas climatolégicas y orogréficas, con re-
des pluviales naturales y artificiales, con extensas
areas agricolas y presencia de lluvias estacionales
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que favorecen la propagacion de Leptospira, afec-
tando tanto al hombre como a los animales.***

El espectro clinico de la enfermedad en huma-
nos es extremadamente amplio, con unrango que
va de infecciones subclinicas, anictéricas, ictéri-
cas, a sindromes severos de afectacion pulmonar
y multiorgénica (fiebre hemorréagica pulmonar y la
fiebre icterohemorréagica o sindrome de Weil), con
elevadas tasas de mortalidad.?

Antecedentes historicos

La leptospirosis es conocida con diferentes nom-
bres: enfermedad de Weil, enfermedad de los
porqueros, fiebre de los arrozales, fiebre de los
caflaverales, etcétera.

Existen reportes que describen sindromes muy
parecidos a este padecimiento en civilizaciones
antiguas: se cuenta con vestigios de la antigua
Mesopotamia, que mencionan signos patolégicos
sugerentes de leptospirosis; lo mismo se puede
deducir de papiros recuperados del antiguo Egip-
to (2500 a.C.) y de evidencias que mencionan su
existencia en la Grecia de HipGcrates y Galeno, y
tiempo después durante las campafias bélicas de
Napoleon.®

En 1802, Lacereaux hizo la primera descripcion
clinica de un padecimiento muy parecido a leptos-
pirosis y, en 1883, Landarouzi describié un caso
tipico con ictericia y hemorragias, al que llamoé
«tifus hepatico». En 1886, casi al mismo tiempo,
Mathieu en Francia y Adolf Weil en Alemania,
describieron casos clinicos con cuadros agudos
de fiebre, ictericia y dafio renal severo; debido a
la relevancia del trabajo de este Ultimo, en 1887
el padecimiento fue nombrado por Goldschmidt
como «enfermedad de Weil».*

En 1907, Stimson pudo visualizar al microorga-
nismo en un corte de rifién de un paciente muerto
por fiebre amarilla y, debido a su morfologia, lo
nombré Spirochaetainterrogans. En 1914, los japo-
neses Inada e Ido encontraron una espiroqueta en
el higado de cobayos infectados experimentalmen-
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te con sangre de mineros que presentaban fiebre
severa, con eventos hemorragicos, por lo que la
denominaron Spirochaeta icterohaemorrhagiae.t?
En 1915, estos mismos autores lograron aislar
y cultivar al agente causal.* Entre 1917 y 1918,
Noguchi propuso el género Leptospira, dando el
nombre definitivo al agente causal de leptospirosis.
Durante la Primera Guerra Mundial, en Europa
hubo brotes de leptospirosis en soldados alemanes
que combatian.*®*En 1922 se reporto el primer
caso de este padecimientoen Estados Unidos, y
hasta 1946, ya se habia reportado la enfermedad
en 46 paises.® En 1947, Wood aislé Leptospira en
excretas de ratas grises en Estados Unidos.>®

En México, es escasa la informacion que
existe acerca de la leptospirosis humana, y los
datos disponibles, en su mayoria, provienen de
estudios seroepidemiolégicos. Los primeros
casos fueron notificados en pacientes por No-
guchi y Kliegler en Mérida, Yucatan, en 1919,
y en 1920 aislaron al microorganismo (Leptospira
icteroides) de la sangre de pacientes; posterior-
mente, Pérez-Grovas y LeBlanc notificaron casos
en el puerto de Veracruz. En 1937, Bustamante
menciono tres casos de la enfermedad de Weil
en pescadores de ostras de Tampico, Tamaulipas;
en este mismo estado, en 1938, Castafieda aislé
Leptospira en ratas.” En la década de los 50, Varela
Yy su grupo realizaron varios estudios acerca de la
leptospirosis, sobre todo en incidencia geografi-
ca y portadores del agente causal en Veracruz,
Tampico y en el Distrito Federal. En 1958, se
reportd el primer brote epidémico en Yucatan.
En el mismo afio, Mendoza-Hernandez observo
10% de aglutininas leptospirales en el suero de 91
pacientes con diagndstico de hepatitis.” Uno de los
primeros estudios que evidencid seroprevalencia
importante en México fue el realizado por Varela
y Zavala en 1961, que mostrd un porcentaje de
18% en 10,362 sueros estudiados procedentes de
21 estados de la Republica Mexicana.® Por otro
lado, en 1997, Colin-Ortiz y colaboradores, en un
estudio realizado entre 1961 y 1995, con 9,875
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sueros obtenidos en Yucatan, Valle de México y
Distrito Federal, encontraron un promedio de
14.4% positivos.® En 1991, Caballero y asociados
encontraron 39% de seroprevalencia en trabaja-
dores de granjas ganaderas y porcinas.'® En 1995,
Gavalddn y su grupo analizaron 206 muestras de
sueros de donadores de sangre por aglutinacion
microscopica (MAT) contra siete serovares de
Leptospira interrogans: 7% fueron positivos, de los
cuales 53% reaccionaron con el serovar Shermani,
33% con Canicola, 20% con Pyrogens, 13% con
Pomonay 6% con Icterohaemorrhagiae. Por otro
lado, la mas alta frecuencia de seropositividad se
encontro en el grupo de edad de 20-39 afios.™*
En el 2006, Navarrete-Espinosa y colaboradores
realizaron un estudio transversal en 500 habitantes
de Jaltipan, Veracruz, mediante un muestreo por
hogares, aplicacion de cuestionario y toma de
muestras sanguineas; encontraron seroprevalen-
cia global de 4% y la mayor incidencia fue para el
grupo en edad productiva; 85% de los positivos
a Leptospira también fueron positivo a dengue.
Estos resultados muestran que, aunque la preva-
lencia es baja, se confirma la coexistencia de estos
agentes.!? En 2002, Vado-Solis y colaboradores
realizaron un estudio clinico-epidemioldgico en
humanos y reservorios animales en el estado de
Yucatan, a través del anlisis serolégico utilizan-
do IgM Leptospira Dipstick™ y MAT; el estudio
se realizd en 400 personas de una poblacién
abierta, 439 casos de probable leptospirosis y
1,060 reservorios (vacas, cerdos, perros, ratas
y zariglieyas); encontraron seroprevalencia de
14.2% en humanos. Los serovares predominantes
en la poblacién abierta fueron Tarassovi, Hardjo,
Pomona y Panama.*

En 2007, Navarrete y asociados realizaron un
estudio transversal prospectivo en 204 habitantes
de Izamal, Yucatan; 88% fue positivo a la obser-
vacion directa de sangre en campo oscuro, 87 y
50.5% fueron positivos a la MAT a titulos de 1:40
y 1:80, respectivamente. El serovar predominante
fue Hardjo (94%), la mayor prevalencia fue en

mujeres (72%) y el grupo de mayores de 45
afios (95.7%); los factores de riesgo mas impor-
tantes fueron: ser ama de casa, estar en contacto
con agua estancada y con excretas de animales
domeésticos.*?

Caracteristicas generales de
Leptospira

Las leptospiras pertenecen al orden Spirochaeta-
les, familia Leptospiraceae y género Leptospira, que
comprende dos especies fenotipicas: Leptospira
biflexa, no patdgena, de vida libre, saproéfita y se
encuentra en ambientes humedos y aguas super-
ficiales, y L. interrogans, a la que pertenecen las
leptospiras patégenas causantes de la leptospirosis
y que, de acuerdo con sus caracteristicas sero-
I6gicas, se clasifican en serogrupos constituidos
por serovares.

Las leptospiras son microorganismos helicoida-
les, enrolladas estrechamente, delgadas, flexibles
de 5-60 um de longitud por 0.1-0.5 um de diame-
tro, constituidas por un cuerpo citoplasmatico y
un axostilo que se dispone en forma de espiral
con una membrana envolvente que recubre
ambas estructuras. Esta membrana externa mul-
tiestratificada es rica en lipidos (20%o); la bacteria
presenta ademéas peptidoglicano y, en algunos
casos, acido a, e-diaminopilémico. La membrana
externa contiene lipopolisacaridos (LPS) altamente
inmunogénicos, responsables de la especificidad de
los serovares, varias lipoproteinas (LipL32, LipL41),
porinas (OmpL1, Omp85) que son altamente con-
servadas, constituyen el sitio de interaccion con el
hospedero y al parecer participan en la patogénesis
de la nefritis intersticial y en la respuesta inmune
innata.»** En la_membranainterna, recubierta por
el peptidoglicano, ‘'se encuentran lipoproteinas
Sec, SPasa | y Il, LOICDE vy el cuerpo basal del
endoflagelo, un sistema de secrecion tipo Il que
enlaza ambas membranas®® (figura 1).

El axostilo consiste en dos filamentos axiales
que se insertan en extremos opuestos del cuerpo
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Figura 1. Estructura de la pared celular de Leptospira sp. (Modificado de Ko Al®).
Imagen en color en: www.medigraphic.com/patologiaclinica

Figura 2. Observacion de Leptospira sp por microscopia
de campo oscuro.
Imagen en color en: www.medigraphic.com/patologiaclinica

citoplasmatico, por medio de botones terminales
y extremos libres que se extienden hacia la mitad
de la célula sin llegar a cruzarse. Este organelo
es el encargado de la motilidad de la Leptospira
y le confiere un movimiento activo de rotacion.
Dependiendo de la longitud, la bacteria tiene
un promedio de 18 a 20 hélices por célulay la
conformacién es dextrdgira (en direccién de
las manecillas de un reloj). Las leptospiras se
observan facilmente con apoyo de microscopia
de campo oscuro, tefiidas con técnicas de in-
munodeteccion e impregnacion argéntica y se

Figura 3. Impregnacion argéntica de Leptospira sp me-
diante la técnica de Warthin-Starry.
Imagen en color en: www.medigraphic.com/patologiaclinica

colorean débilmente con colorantes de anilina
(figuras 2'y 3). No se visualizan con microscopio
de campo brillante y tinciones habituales. Con
microscopia de campo oscuro, en fresco, puede
observarse que una o ambas extremidades ter-
minan en gancho.

Este microorganismo es sensible a la deseca-
cion, al calor, al frio excesivo y a las variaciones de
pH; no toleran el medio &cido debido a que pierden
su motilidad aproximadamente en 15 minutos.
El pH 6ptimo para su multiplicaciéon es de 7.2 a
7.4. No sobreviven en agua salada, pero pueden
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permanecer hasta 180 dias en agua dulce, tres
semanas en aguas estancadas y hasta cerca de
un aflo en soluciones viscosas, como lodos con
bajo contenido de materia orgéanica.’® En suelo
himedo sobreviven por largo tiempo, mientras
gue en suelo seco la supervivencia es corta. En la
leche no sobreviven, salvo si esta diluida en agua
a razon de 1:20 o mas. Mueren a los 10 segundos
cuando son calentadas a 100 °C y a los 10 minu-
tos a una temperatura de 56 °C. En el frio puede
sobrevivir hasta 100 dias a —20 °C.

La orina &cida es letal para las leptospiras, por
€s0, es necesario alcalinizarla si se pretende aislar-
la de la orina de un enfermo.*” Conservan su viabi-
lidad varios dias en visceras y carnes refrigeradas
y son sensibles a los antisépticos.®1218

Leptospira posee dos cromosomas circulares
de aproximadamente cuatro megapares de bases
(Mpb) y 300 kilopares de bases (kpb) con un con-
tenido de guanina/citosina (G/C) de 35-41%. Un
replicon adicional de 74 kpb se ha localizado en L.
biflexa, la cual puede tener un cuarto replicén de
74 kpb (bacteriofago LEL).1

Son microorganismos aerobios estrictos y
facilmente cultivables en medios artificiales, enri-
guecidos y adicionados con &cidos grasos de cadena
larga. Los medios de Fletcher, Kortoff, Schuffner
y EMJH son los mas empleados. La base de esos
medios esta constituida por suero de conejo diluido
o seroalbumina, agar, peptona, caldos simples y sa-
les. Utilizan acidos grasos o alcoholes como fuente
de carbono y energia y no utilizan aminoacidos o
carbohidratos como fuente de energia. El recurso
principal para la obtencion de nitrogeno son las
sales de amonio. La membrana corioalantoidea de
huevos embrionados de gallina puede también ser
utilizada para el cultivo de Leptospira.” En los culti-
vOs crecen mejor en aerobiosisa 30°C, pH 6.8a7.8
en 10 a 14 dias y en medios sélidos se desarrollan
colonias redondas de 1-3 mm de diametro en 6-10
dias. Las leptospiras crecen en varias lineas celulares
cultivadas in vitro, principalmente fibroblastos, en
donde se puede apreciar efecto citopatico.®

Las cepas patdgenas tienen un tiempo de
generacion de cerca de 20 horas, mientras que
en las saprofiticas es de alrededor de cinco horas.
Las leptospiras poseen oxidasa, catalasa y peroxi-
dasa; entre especies no pueden distinguirse por
sus caracteristicas bioquimicas.®

Sin embargo, L. interrogans no crece en presen-
cia de 225 pg/mL de azoguanina, propiedad que
permite diferenciarla de L. biflexa. Son susceptibles
ala accion de la mayoria de antibiéticos, incluyen-
do penicilina, asi como a la de los antisépticos y
desinfectantes de uso comun.*®

Taxonomia

Los miembros del género Leptospira son sero-
logicamente heterologos. El taxdn basico es el
serovar (serotipo), que se define «sobre la base
de similitudes y diferencias antigénicas como las
reveladas en la llamada prueba de absorcién de
aglutinacién cruzada» (cross agglutination absorp-
tion test). Cada serovar tiene una conformacion
antigénica caracteristica proporcionada por
antigenos superficiales localizados en la mem-
brana externa que facilitan su clasificacion. Los
anticuerpos generados frente a los lipopolisaca-
ridos de la pared celular son determinantes del
serovar y tiene caracter protector, mientras que
los formados frente a los antigenos profundos
no son protectores ni especificos (antigenos de
campo comunes a todo el género Leptospira).'*2
L. interrogans sensu lato se subdivide, segln su
composicién antigénica, en mas de 200 serovares
que, por las reacciones antigénicas cruzadas en-
tre ellos, se retinen en 23 serogrupos y L. biflexa
se subdivide en 60 serovares.!

Las leptospiras. saprofitas o acuaticas que se
encuentran-principalmente en agua dulce superfi-
cial y menos frecuente en agua salada, se asocian
raramente con infecciones de mamiferos.*

Alrededor de 22 serovares de L. interrogans
causan enfermedad humana y los mas comunes
son Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona y Au-
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tumnalis. Desde el punto de vista historico, algunos
serovares han sido asociados con cuadros clinicos
especificos (Icterohaemorrhagiae, enfermedad
de Weil, Pomona, enfermedad de Swineher;
Autumnalis, fiebre de Fort Bragg y erupciones
pretibiales), pero ahora se acepta que las diversas
enfermedades no son especificas de serovar.

En la actualidad, tomando como base los
estudios de ADN, la clasificacion fenotipica esta
siendo reemplazada por la clasificacion genética
sin que exista ninguna relacion o correspondencia
entre ambas clasificaciones. Debido a lo anterior,
existen especies gendmicas 0 genomoespecies que
incluyen serovares patdgenos y no patdgenos, y
algunos serovares pueden pertenecer a mas de
una especie gendmica. La clasificacion constituida
por genomoespecies, de acuerdo con la Reunién
del Subcomité de Taxonomia de Leptospira en el
2007, comprende 13 especies patdgenas: L. interro-
gans, L. alexanderi, L. fainei, L. inadai, L. krischneri,
L. wolffi, L. borgpetersenii, L. weilii, L. noguchii, L.
licerasiae, L. santarosai, L. alstonii, L. terpstrae
y seis especies saprofitas: L. biflexa, L. ketyi, L.
meyeri, L. yanagawae, L. wolbachi y L. vanthielii.?

Muchos serovares predominan en mamiferos
(hospederos seleccionados), pero la distribucion
de un serovar especifico en un hospedero selec-
cionado no es exclusiva. La misma especie animal
puede ser reservorio primario de varios serova-
res y también puede ser portadora de tipos que
predominan en otros mamiferos.

El punto de acumulacion de Leptospira en sus
hospederos naturales es el lumen de los tabulos
nefriticos, de donde pasa a la orina. La persistencia
e intensidad de la leptospiruria pueden variar segin
el hospedero y el serovar que causa la infeccion.
Las ratas de la variedad noruega infectadas con
serovar Icterohaemorrhagiae, liberan gran nime-
ro de leptospiras durante toda su vida. Las cepas
del serovar Canicola son aparentemente menos
eficientes para persistir en los rifiones de las
ratas.?? El nimero de microorganismos liberados
por perros, vacas y cerdos infectados puede ser
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Cuadro I. Serogrupos y serovares de Leptospira

interrogans.
Serogrupo Serovares
Icterohaemorrhagiae icterohaemorrhagiae, copenha-
gen, lai, zimbabwe,
Hebdomadis hebdomadis, jules, kremastos
Pyrogenes pyrogenes
Batavia batavia
Grippotyphosa grippotyphosa, canalzonae,
ratnapura
Canicola canicola
Australis canicola
Pomona pomona
Javanica javanica
Serjoe serjroe, saxkoebing, hardjo
Panama panama, mangus
Cynopteri cynopteri
Djasiman djasiman
Sarmin sarmin
Mini mini, gedrgia
Tarassovi tarassovi
Ballum ballum, aroborea
Celledoni celledoni
Louisiana louisiana, lanka
Ranarum ranarum
Manhao manhao
Shermani shermani
Hurstbridge hurstbridge

considerable sélo durante pocos meses después
de la infeccion y es generalmente escaso o nulo
después de seis meses.

La leptospirosis humana se asocia principal-
mente a la exposicion ocupacional. Las personas
que trabajan con animales o en ambientes infec-
tados por ratas se exponen a riesgos de infeccion
(veterinarios, productores lacteos, cuidadores
de cerdos, trabajadores de mataderos, mineros
y procesadores de carne de pescado y aves), por
lo que se pueden producir grandes pérdidas eco-
némicas.? En diferentes partes del mundo este
padecimiento es esporadico o alcanza proporcio-
nes epidémicas en los trabajadores agricolas que
cultivan arroz, cafia de azucar, lino y verduras, en

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 60, Num. 1, pp 57-70 = Enero - Marzo, 2013



Garcia-Gonzalez R y cols. Leptospirosis

400

350

300

250

*Estos datos cubren ni-
camente hasta la sema-

200

na epidemiolégica 35 del

150

2012.

NUm. de casos

o«

100

N

o o

50

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Anos

Figura 4. Frecuencia de aislamiento de Leptospira de 2001-2012 en México.2s Fuente: Sistema Unico de Infor-
macion para la Vigilancia Epidemioldgica/ Direccion General de Epidemiologia/SSa.

los trabajadores de las plantaciones de caucho y en
los soldados expuestos a medios naturales que se
encuentran contaminados. Los riesgos potenciales
de infeccion por bafiarse o nadar en estanques,
lagunas o arroyos donde pastorean ganados se
han demostrado reiteradamente.?

Epidemiologia

La leptospirosis es considerada una enfermedad
tanto endémica como epidémica y reemer-
gente.'®*? La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha estimado una tasa de incidencia de
4-100 casos por 100,000 habitantes en los
paises tropicales y subtropicales, con tasa de
letalidad que va de 5 a 30%.%° Constituye un
problema de salud pablica en aumento como
lo demuestra el incremento de brotes a nivel
mundial. La incidencia anual de casos graves es
de aproximadamente medio mill6n de humanos,
cifra que la pone por encima del dengue hemo-
rragico y la hantavirosis severa.??® A pesar de
su importancia, existe una gran subnotificacién
debido a que pocas veces se piensa en ella, en
especial cuando se presenta la forma anictérica
de la enfermedad. Su incidencia es dependiente
de riesgo laboral, recreacion, condiciones am-
bientales: clima templado, tropical y subtropical,

tipo de suelo y pH neutro o alcalino, asi como de
la presencia de agua contaminada por deshechos
procedentes de animales tanto domésticos como
silvestres que presentan leptospiruria prolon-
gada (verdaderos reservorios de la infeccion),
gue permita mantener viable a las bacterias. Es
considerada una enfermedad rural y urbana, con
predominio de la primera. La leptospirosis tiene
gran impacto en la economia, ya que ademas
de ser una enfermedad ocupacional que afecta
a individuos en edad productiva, generando
pérdidas por incapacidad y por costos de trata-
miento, también es una patologia que ataca a los
animales domésticos y de granja, lo que genera
grandes pérdidas en el comercio de animales
por ser causa de multiples abortos y por afec-
tar la calidad de sus productos (carne, semen
y leche).?? En México se inicia el registro de la
leptospirosis hasta el afio 2000 en el Sistema de
Notificacion Semanal de Casos Nuevos de En-
fermedad Sujetos a Vigilancia Epidemiol6gica.?®
Del 2001 al 2012 se ha generado un reporte de
2,001 casos (figura-4). Entre 2003 y 2012, 50%
de los casos correspondieron a hombres y 50%
a mujeres, lo que indica que el sexo no influye.
Entre los cinco estados de la Republica Mexica-
na con mayor indice de casos reportados estan
Chiapas, Veracruz, Sonora, Tabasco y Sinaloa.®
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Factores de virulencia

La parte fundamental en el ciclo de vida de Lep-
tospira es su capacidad para mantenerse en los
tubulos renales de los animales que participan
como reservorios.*® Para ello, se requiere de fac-
tores que intervienen en la motilidad y quimiotaxis
bacteriana con el fin de que el patdgeno alcance el
blanco durante la infeccion. En L. interrogans, Co-
penhagen y Lai se han determinado la existencia
de 79 genes asociados a la motilidad. De éstos,
existen 42 genes que son comunes a Treponema
pallidum y Borrelia burgdorferi.?” Nascimento y
colaboradores refieren la existencia de una mayor
complejidad de L. interrogans respecto a T. pallidum
y B. burgdoferi en cuanto a quimiotaxis.”?" Repor-
tan la existencia de mayor nimero de proteinas
aceptadoras de grupos metilos (MCP), que a decir
de este grupo, la mayor cantidad de genes invo-
lucrados en la motilidad pudiera representar una
mayor capacidad de adaptacion y supervivencia de
la bacteria a las condiciones ambientales. Leptos-
pira es capaz de realizar la invasion del hospedero
haciendo uso de un proceso de translocacién en
el que participan enzimas degradadoras de las
membranas celulares: esfingomielinasa tipo C
(serovares; Ballum, Hardjo, Pomona y Tarassovi),
fosfolipasa D y hemolisina (tlyABC), las cuales son
transportadas a la superficie bacteriana a través
de sistemas de secrecion |y II. Aunado a lo an-
terior, la bacteria genera un grupo de proteasas
que degradan la matriz extracelular de los tejidos:
colagenasa, metaloproteasa y varias termolisinas.
Ademas de los sistemas de secrecion menciona-
dos, Leptospira presenta numerosos transporta-
dores ABC y proteinas de fusion.?’-32

En la colonizacion, la bacteria produce . dos
familias de adhesinas no fimbriales. La primera
tiene tres genes: ligA, ligB y ligC, que codifican para
proteinas BIG (bacterial immunoglobulin-like), invo-
lucradas en la interaccion hospedero-patdgeno.
La segunda familia consiste en tres integrinas (alfa
proteinas), cada una con siete secuencias repetidas,
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las que al parecer participan en las interacciones
con el ligando.?732

A lo anterior se afiade la posible participacion
de proteinas de membrana integral de Leptos-
piras (OmpL 1, lipoproteinas, LipL4 y LipL32) y
proteina de membrana periférica (P31LipL45),
algunas de ellas expresadas durante la infeccion
de huésped.?

En Leptospira se han encontrado genes involu-
crados en la biosintesis de polisacérido capsular;
sin embargo, no existen evidencias experimentales
en la produccion de capsula, pero se supone que
una sustancia parecida a un biofilm le permite
colonizar densamente a los tubulos renales.**! Las
cepas aisladas del rifién de ratas con infeccion croé-
nica contienen abundante lipopolisacéaridos (LPS), a
diferencia de las aisladas de higado de hamster, lo
gue hace pensar en la participacion del antigeno
O del LPS en la induccion del estado de portador.
Se ha referido que la actividad de la endotoxina
(lipido A) en estos microorganismaos tiene menor
potencia comparada con la que se exhibe en las
bacterias Gram negativas.®%

El peptidoglicano o mureina de Leptospiras
patégenas se encuentra entre las moléculas que
pueden activar al endotelio vascular e incrementar
la adherencia de neutrdfilos, lo que favorece la
inflamacion tanto local como sistémica.

Patogénesis

Las leptospiras penetran en los hospederos a
través de abrasiones de la piel, por mucosas de
nasofaringe y esofago o por los ojos e inmedia-
tamente generan una infeccién sistémica, debido a
su paso através de los tejidos (posiblemente entre
las uniones intracelulares) y por via hematica.
Experimentalmente, se ha observado la penetra-
cion intracelular de Leptospira por translocacion
de monocapas celulares polarizadas, sin alterar la
carga eléctrica transepitelial.>*2 Este microorga-
nismo no es una bacteria intracelular facultativa;
al parecer, esta observacion in vitro dentro de las
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células (compartimentos citoplasmatico y fago-
somal), sélo es transitoria en células que no son
fagocitos profesionales. Se piensa que este hecho
lo usa la bacteria como forma de diseminacién
hacia el érgano blanco y para evadir la respuesta
inmune.t2°31

La lipoproteina Lip46 se encuentra relacionada
con la diseminacion de Leptospira. La infeccidn
causa una leptospiremia prolongada que alcanza di-
ferentes 6rganos: higado, rifidén, corazén, musculo
esquelético e inclusive sistema nervioso central y
humor acuoso, que finaliza cuando el hospedero
monta una respuesta inmune efectiva que gene-
ralmente ocurre entre una a dos semanas después
de la exposicién.t”?” Sin embargo, la enfermedad
puede recurrir después de tres a cuatro dias, pro-
duciendo una enfermedad bifésica.*

La mayoria de los procesos infecciosos por
Leptospira cursan en forma asintomatica o con ma-
nifestaciones clinicas inespecificas y autolimitadas
en un plazo de cuatro a siete dias.

La enfermedad de Weil representa la forma
severa de la leptospirosis, caracterizada por la
presencia de fiebre elevada, ictericia, sangrado,
disfuncion renal y pulmonar, alteraciones neuro-
|6gicas y colapso cardiovascular, con curso clinico
variable.

La respuesta inmune
en el control de la infeccién

La participacién de la respuesta inmune frente a
la presencia de Leptospira es de tipo humoral y
se encuentra dirigida al serovar infectante; de ahi
que la participacion de anticuerpos especificos fa-
cilita la fagocitosis de la bacteria. Fendmeno que
se pone en evidencia durante la segunda fase de la
leptospirosis o también llamadainmune, durante
la cual se produce la desaparicion de Leptospira
de circulacion.?” Sin embargo, la formacion de
complejos inmunes agrava el padecimiento, ya
que éstos llevan a un proceso inflamatorio, como
se ha referido que ocurre en el sistema nervioso

central. Existen datos que apoyan evidencias de
reaccion cruzada de anticuerpos contra el tejido
ocular, antiplaquetarios, anticardiolipina. Se ha
descrito la participacién del LPS de esta bacteria
en la apoptosis de linfocitos via induccién del
factor de necrosis tumoral tipo alfa (TNF-a),
este Gltimo se registra elevado en pacientes con
leptospirosis.t

La respuesta inmune celular en el paciente se
encuentra suprimida, con reduccion de linfocitos
CD4*.4

Manifestaciones clinicas

La leptospirosis tiene un periodo de incubacion
de siete a 14 dias, con un rango que va de dos a
30 dias. Se caracteriza por presentar un amplio
espectro de manifestaciones clinicas. Durante la
fase aguda, la enfermedad puede ser asintomaética
o0 subclinica y sintomatica anictérica o ictérica.*

Forma anictérica: Las manifestaciones clinicas
varian desde leves hasta graves e incluso mortales,
como es el caso de la leptospirosis hemorragica
pulmonar. Se calcula que 90% de los casos sinto-
maticos sufren de esta variante con o sin meningitis
asociada. Puede presentarse como un proceso
gripal con febricula o fiebre, cefalea intensa, esca-
lofrios, mialgias (especialmente en las pantorrillas y
abdomen), ndusea y vomito. También se presenta
como una enfermedad discreta, de corta duracion,
caracterizada por ser bifésica, ya que cuenta con
una fase febril o leptospirémica y una fase inmune
o leptospidrica.

La primera fase se caracteriza por la presencia
de fiebre elevada (> 38 °C) de caracter remitente,
con duraciéon de hasta tres semanas, escalofrios,
mialgias (regiones paravertebrales, caderas,
pantorrillas y-abdomen), cefalea que puede ser
frontal o dolor retroauricular, conjuntivitis, he-
morragia conjuntival. Anorexia, nduseas y vomito
que generalmente se presentan en la mitad de los
pacientes, constipacion o diarrea. La gravedad de
las manifestaciones clinicas se evidencia por la pre-
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sencia de melena o enterorragia. La hepatomegalia
y esplenomegalia pueden ocurrir, aunque es raro.
En esta fase se encuentra a Leptospira en liquido
cefalorraquideo (LCR) y sangre.

El paciente puede curar después de uno a tres
dias de estar afebril con aparente recuperacion;
evoluciona a la segunda fase (inmune), reapare-
ciendo lafiebre y sintomas localizados en diferentes
organos. En las formas anictéricas, la principal mani-
festacion es la meningitis, caracterizada por cefalea
intensay persistente, vomitos y signos de irritacion
meningea. Existen manifestaciones hemorréagicas
en diferentes localizaciones. En las formas graves,
el distrés respiratorio y la hemoptisis pueden causar
la muerte. En esta fase las manifestaciones clinicas
desaparecen de una a tres semanas.

En general, tanto los individuos asintomaticos
como los sintomaéticos leves no son diagnosticados
y s6lo son detectados durante los estudios epide-
mioldgicos, en los brotes o estudios de caso.

Forma ictérica se presenta en 5 a 10% de
los casos. La forma hepatonefrética o sindrome
de Weil es la forma mas grave con disfuncion he-
paticay renal, alteraciones hemorragicas, hemo-
dindmicas, cardiacas y pulmonares, con letalidad
de 5 a 20%. El curso clinico rara vez es bifasico,
mas bien es continuo, con signos y sintomas
semejantes a la forma anictérica, pero mas in-
tensos. Laictericia se presenta entre el terceroy
séptimo dia de la enfermedad, siendo progresiva,
con dolor ala palpacién en hipocondrio derecho
y hepatomegalia leve o moderada en 70% de
los casos, con incremento de las transaminasas
hasta cinco veces por arriba del valor normal;
la muerte rara vez ocurre por insuficiencia he-
patica. En pacientes graves se puede presentar
tos, disneay hemoptisis. El compromiso renal es
variable, pudiendo presentar sélo albuminuria y
hematuria, asi como insuficiencia renal grave con
oliguria progresiva, deshidratacion hasta llegar a
anuria. Ante el fracaso renal, la azoemia alcanza
su maximo entre el quinto y séptimo dia, acom-
pafiandose de nauseas, voémito y obnubilacién
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progresivay finalmente coma. Entre otras causas
de muerte se encuentran arritmia, falla cardiaca,
hemorragia adrenal, sangrado masivo del aparato
digestivo y tracto respiratorio. En casos no se-
veros, la recuperacion tiene lugar en la segunda
semana, aungue algunas manifestaciones clinicas
se prolongan mas tiempo.

Leptospirosis cronica. Se considera que la
recuperacion de la fase aguda puede durar meses o
afios y quedar con secuelas a largo plazo, las cuales
incluyen fatiga crénica y otros sintomas neuropsi-
quiatricos como cefalea, paresias, paralisis, cambios
de carécter, sindrome obsesivo-compulsivo, depre-
sion, encefalitis parainfecciosa, afectacion hepatobi-
liar, urinaria, cardiovascular'®32¢ y complicaciones
oculares como la uveitis e iridociclitis que son la
presentacion tardia de la enfermedad atribuida a la
persistencia de las Leptospiras en los 0jos, en donde
estan protegidas de la respuesta inmune del hués-
ped.®3%37 Sin embargo, algunos autores han seguido
la evolucion de estos pacientes y han logrado el
aislamiento de la bacteria meses o afios después de
la presentacién de la fase aguda, lo que comprueba
la existencia de la fase persistente o cronica.®33°

La leptospirosis cronica se define como un
sindrome multiorganico, clinicamente polimorfico,
manifestado cominmente por fatiga crénica, cefa-
lea, hipersomnia, dolor en globos oculares, mialgias,
artralgias, depresion y las molestias del 6rgano o
sistema mas afectado: higado, rifién, pulmon, sis-
tema nervioso central, etcétera.

La leptospirosis persistente o cronica puede
carecer de antecedentes clinicos de la enfermedad
aguda por haber cursado en forma subclinica o
sintomatica leve, por lo que el Centro de Informa-
cidn de Leptospirosis cita: «si la fase aguda ha sido
pasada por alto, el diagnostico de la fase persistente
raya-en lo milagroson.

Sin embargo, al igual que sucede en los animales,
la leptospirosis crénica se caracteriza por presentar
titulos de anticuerpos < 1:100, titulos que estan
por debajo del titulo significativo tomado para el
diagndstico de la fase aguda.®64°
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Complicaciones

Frecuentemente la Leptospira produce enferme-
dad hemorragica de pulmones y otras visceras,
asi como anemias, parpuras y hemorragias
mucocutaneas, e inclusive parece evolucionar
con cuadros mieloproliferativos y la sospecha
de causar enfermedad autoinmune, ademés de
poder afectar cualquier 6rgano. A pesar de esto,
practicamente nunca se le busca en médula ésea,
donde por diversos mecanismos, podria, en
teoria, causar graves problemas hemorragicos, e
inclusive neoplasias a sus huéspedes (Leptospira
asociada a cancer de colon).

Las complicaciones mas encontradas son
insuficiencia renal aguda, sindrome de dificultad
respiratoria del adulto, falla hemodinamica, he-
morragias y coma.?

En el caso de la leptospirosis crénica, ésta puede
agudizarse paulatina o sibitamente evolucionando
asindrome de Weil, encefalitis, neumonia hemorra-
gica, miocarditis, diatesis hemorragica, etc., la que
agravada por el deterioro inmunoldgico del pacien-
te, sblo se diferencia de la fase aguda por el titulo
bajo de anticuerpos que el enfermo logra producir,
lo que dificulta grandemente el diagnostico cuando
no se piensa en ella. El diagnéstico diferencial se
realiza con los siguientes padecimientos: dengue
clasico y hemorrégico, paludismo, brucelosis, pie-
lonefritis, hepatitis viral y meningitis.?°

Sin embargo, al igual que la sifilis y la borreliosis,
puede ser «la gran simuladora», ya que puede con-
fundirse con diversas enfermedades infecciosas.

Diagnostico de laboratorio

El diagnéstico clinico debe ser confirmado por
medio de pruebas de laboratorio, ya que los signos
y sintomas en esta infeccion son frecuentemente
atipicos. En la Guia para el Diagnéstico, Vigilancia
y Control de Leptospirosis Humana, publicado por
la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS),
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la In-

ternational Leptospirosis Society (ILS) en el 2008,
se dan una serie de recomendaciones referentes
al manejo a nivel de laboratorio del paciente
infectado por Leptospira, que sin ser un manual,
como lo refiere la Guia, proporciona informacién
suficiente, ademas de bibliografia para los detalles
técnicos.*®

Entre las pruebas se incluyen técnicas serolo-
gicas para la deteccion de anticuerpos (serodiag-
nostico); cultivo y observacion de la bacteria a
partir de sangre, orina, LCR vy tejidos; deteccion
de antigenos en tejidos y biologia molecular.®

A) Técnicas seroldgicas. La prueba de aglu-
tinacion microscopica (MAT) y el inmunoensayo
enzimético (ELISA), son los métodos de labora-
torio comunmente empleados en el diagndstico
serolégico.”

La prueba de aglutinacion microscopica (MAT)
es considerada la prueba de referencia. Para su
realizacion se emplea suero problema a diferentes
diluciones, cultivo de diversas cepas de referencia
de Leptospira, asi como microscopio de campo 0s-
curo para evaluar el grado de la aglutinacion. Esta
prueba permite determinar el o los serogrupos
responsables del proceso infeccioso y el titulo del
suero para cada antigeno probado. Generalmente
es positiva entre los 10 a 12 dias después de la
presentacion de los primeros sintomas y signos
clinicos. Sin embargo, puede ocurrir serocon-
versidn entre el quinto y séptimo dia después de
la aparicion de la enfermedad. Tiene excelente
especificidad, pero menor sensibilidad. Titulos a
partir de 1:80 son considerados sospechosos de
leptospirosis. Para su confirmacion se requiere de
una segunda muestra (no antes de dos semanas
posteriores) en la cual el titulo debe aumentar
cuatro veces mas que el inicial.*°

La pruebade ELISA es extremadamente sensi-
ble, puede detectar IgM durante la primera semana
de la enfermedad antes que la MAT, aunque puede
llegar a ser negativa mas tempranamente.

Otras técnicas seroldgicas empleadas distintas
al MAT y ELISA son: Dipsticks (LEPTO Dip-S-Tick,
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Lepto Tek Lateral Flow), aglutinacion en latex
seco (Lepto Tek Dri- Dot), inmunofluorescencia
indirecta, aglutinacién en microcapsula, aglutina-
cién macroscdpica con antigeno termorresistente,
asi como la prueba de fijacion de complemento,
aglutinacion con latex, aglutinacion macroscépica
en portaobjeto y prueba de lisis de eritrocitos
sensibilizados.®

B) Cultivo. Se debe considerar la fase en que
se encuentra la infeccion. Por lo general, durante
la fase aguda, la bacteria se localiza en circula-
cién durante los primeros siete a 10 dias de la
enfermedad, momento adecuado para realizar
el muestreo y cultivo de sangre heparinizada. El
LCR puede ser cultivado durante los primeros 10
dias de la enfermedad, en tanto que la orina lo
es a partir de la segunda a la cuarta semana de la
enfermedad.”?® Los medios de cultivo empleados
son los siguientes: medio liquido de Ellinghause
y McCullough modificado por Johnson y Harris
(EMIH), suplementado con Tween80/albumina
y 5-fluorouracilo, medio de Korthof-Babudieri,
medio de Fletcher, etcétera.'®

C) Observacion de Leptospira mediante
microscopio de campo oscuro. Se realiza a
partir de muestra clinica: sangre, orina; biopsia
hepaética, de rifién y pulmén; muestra de LCR
durante la fase aguda de la enfermedad.

D) Estudios con biologia molecular. Entre
las técnicas empleadas se encuentra la reaccién en
cadenade la polimerasa (PCR), la cual es altamente
sensible, los blancos a amplificar son segmentos
del ARNTr 168, 23S, genes secY y flaB, asi como se-
cuencias de insercion (IS1533). Con el empleo de
iniciadores especificos y la deteccion del producto
amplificado, se ha realizado por electroforesis en
geles de agarosa, tefiidos con bromuro de etidio, el
uso de sondas especificas, marcadas para hibridar
el segmento amplificado, incrementando la sensi-
bilidad de la PCR. El producto también ha sido so-
metido al tratamiento con enzimas de restriccion,
gue en algunos casos ha permitido la diferenciacion
de cepas patdgenas de no patdgenas.

Garcia-Gonzélez R y cols. Leptospirosis

En el estudio epidemiol6gico de Leptospiras,
la tipificaciébn molecular se inicia con estudios de
la composicion y homologia del ADN gendmico
a finales de la década de los 60s, alineacion del
ADN gendmico, uso de PCR, PCR-anidado, ana-
lisis con empleo de enzimas de restriccion (REA),
polimorfismo de fragmentos de restriccion (PCR-
RFLP), ribotipificacidn, electroforesis en gel en
campo pulsado (PFGE), amplificacion al azar del
ADN (RAPD), entre otros® (figura 5).

E) Empleo de animales de experimentacion
(cobayos jévenes de 150-175 g y hamsteres dora-
dos de cuatro a seis semanas de edad) para el ais-
lamiento indirecto de Leptospira con muestras de
sangre y orina. La determinacion se realiza a través
de la obtencion del liquido peritoneal observado
por microscopia de campo oscuro. En caso de posi-
tividad se realiza hemocultivo. Este procedimiento
de investigacion tiene en la actualidad poco uso.

2 3

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% de
productos de RAPD, con empleo de iniciadores B11 y
B12 de serovares de Leptospira interrogans.

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 60, Num. 1, pp 57-70 = Enero - Marzo, 2013



Garcia-Gonzalez R y cols. Leptospirosis

F) Tincion con sales de plata. Whartin-Starry,
Fontana modificado.

G) Inmunotincion. Deteccion de antigenos
mediante Inmunofluorescencia indirecta o inmu-
nohistogquimica.

Control y prevencién

La leptospirosis es una enfermedad dificil de con-
trolar debido a la capacidad del microorganismo
para ser eliminada por la orina de muchos animales
gue se mantienen en estado de portador.

En el control se incluye: notificacion del caso,
aislamiento de pacientes, desinfeccion de articu-
los contaminados con orina, investigacion de los
contactos y existencia de probables fuentes de
infeccion.*®

Entre las medidas de proteccion se encuentran
las siguientes: evitar contacto con aguas probable-
mente contaminadas, evitar bafarse en agua de
rios o estancada, utilizar métodos de barrera que
protejan piel y mucosas como el empleo de ropa
de trabajo adecuada, botas y guantes, control de
roedores y de animales de importacion, realizar
la separacion, tratamiento y sacrificio de animales
enfermos. Realizar construcciones a prueba de
roedores, consumir agua hervida si no se dispone
de agua potable. Algunas de estas medidas dan
resultados relativos, en tanto que con otras el
resultado es mas positivo.*°

Las vacunas inactivadas se emplean en ani-
males, en especial en perros, en los que se evita
la infeccién, pero no el estado de portador. Sin
embargo, se han observado humanos infectados
por animales vacunados. Hay que recordar que
existen diferentes serovares y la vacuna puede no
tener el que se necesita, de ahi que el empleo de
vacunas es limitado.*

Tratamiento

Este se encuentra dirigido principalmente a rea-
lizar una terapia de soporte, correccion del des-

equilibrio hidroelectrolitico y acido- basico, sobre
todo en las formas graves del padecimiento. El
tratamiento antimicrobiano se debe iniciar Io0 més
temprano posible, ya que se encuentra orientado
a controlar la infeccion antes de que se presente
dafio irreparable en el organismo, sobre todo en
rifdn e higado y el desenlace sea fatal.

En leptospirosis no complicada y con tolerancia
oral, el tratamiento de eleccién en nifios mayores
de ocho afios es la doxiciclina a dosis de 100 mg
cada 12 horas por siete dias. En menores de ocho
afios la amoxicilina a dosis de 30 a 50 mg/kg al dia
divididos en cuatro dosis por siete dias. También
puede ser empleada la eritromicina 25-50 mg/kg
por dia divididos en cuatro dosis por siete dias. En
casos de moderados a graves, se instituye la admi-
nistracion de penicilina G sddica alrededor de 20
millones de Ul/dia por via intravenosa (1V), por siete
a 10 dias. Como alternativa se puede usar ampicilina
0.5 g cada seis horas por la misma via. La penicilina
benzatinica en adultos se recomienda 1’200,000 a
2'400,000 Ul via intramuscular (IM) cada 24 horas,
en nifios 25,000 a 50,000 Ul/kg, IM cada 24 horas
durante siete a 10 dias. La ceftriaxona también
puede ser empleada de 1 a 2 g cada 12 horas via
IV o IM. Igualmente se recomienda el empleo de
trimetoprim con sulfametoxazol 80/400 mg. En
adultos dos tabletas cada 12 horas y en nifios 8/40
mg/kg/dia, en dos administraciones durante 10 dias.

Quimioprofilaxis: Ante el peligro de una exposi-
cién a Leptospira, se recomienda la administracion
de doxiciclina 200 mg por semana.

Después de la exposicién al riesgo, doxiciclina
100 mg cada 12 horas por cinco a siete dias.
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La informacién que contienen no se repite en el
texto o en las figuras. Como maximo se aceptan
50 por ciento mas uno del total de hojas del texto.
Estan encabezados por el titulo y marcados en for-
ma progresiva con nimeros romanos de acuerdo
con su aparicién en el texto.

El titulo de cada cuadro por si solo explica su conte-
nido y permite correlacionarlo con el texto acotado.

Figuras

0
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No tiene.

Si tiene.

Ndmero (con letra):
Se consideran como tales las fotografias, dibujos,
graficas y esquemas. Los dibujos deberan ser dise-
fiados por profesionales. Como maximo se aceptan
50 por ciento mas una del total de hojas del texto.
La informacién que contienen no se repite en el
texto o en las tablas.

Se identifican en forma progresiva con nimeros
arabigos de acuerdo con el orden de aparicién en
el texto, recordar que la numeracién progresiva
incluye las fotografias, dibujos, graficas y esquemas.
Los titulos y explicaciones se presentan por sepa-
rado.

Las imagenes salen en blanco y negro en la versién
impresa de la revista. Sin embargo, si las imagenes
enviadas son en color, apareceran asi (en color) en
la versién electrénica de internet. Si el autor desea
que también se publiquen en color en la versién im-
presa, debera pagar lo correspondiente de acuerdo
con la casa editorial.

Fotografias
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No tiene.

Si tiene.

Numero (con letra):
en color:

Seran de excelente calidad, blanco y negro o en
color. Las imagenes deberan estar en formato JPG
(JPEG), sin compresién y en resolucién mayor
o igual a 300 ppp Las dimensiones deben ser al
menos las de tamano postal (12.5 x 8.5 cm), (5.0
x 3.35 pulgadas). deberan evitarse los contrastes
excesivos.

Las fotografias en las que aparecen pacientes iden-
tificables deberan acompanarse de permiso escrito




0

para publicacién otorgado por el paciente. De no
ser posible contar con este permiso, una parte del
rostro de los pacientes debera ser tapado sobre la
fotografia.

Cada una estara numerada de acuerdo con el nu-
mero que se le asigné en el texto del articulo.

Pies de figura

0
0

0

No tiene.

Si tiene.

Numero (con letra):
Estan sefialados con los nimeros arabigos que,
conforme a la secuencia global, les corresponde.

Instrucciones para los autores

Aspectos éticos

] Los procedimientos en humanos deben ajustarse
a los principios establecidos en la Declaracién de
Helsinski de la Asociacion Médica Mundial (AMM) y
con lo establecido en La ley General de Salud (Titulo
Quinto) de México, asi como con las normas del
Comité Cientificoy de Etica de la institucién donde
se efectud.

[ ] Los experimentos en animales se ajustan a las
normas del National Research Council y a las de la
institucion donde se realizé.

[] Cualquier otrasituacion que se considere de interés
debe notificarse por escrito a los editores.
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